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Introduction

Le paludisme est une maladie parasitaire faisant 1.5 a 2.7 millions de morts chaque
année. Des  cing espéces de parasites qui causent le paludisme humain, Plasmodium
falciparum entraine le plus sévere des symptdmes et le plus grand nombre de déces (Eda et
Shermann, 2002). Quant a la drépanocytose, c’est une maladie génétique de 1’hémoglobine,
de transmission autosomique récessive. Elle est due a une mutation* unique, ponctuelle, du
géne* B-globine situé sur le chromosome 11. La mutation du sixiéme codon entraine le
remplacement de l'acide glutamique 6 par de la valine. Les hématies sont normalement
discoides ; celles qui contiennent I'hémoglobine S s'incurvent, se déforment en forme de

faucille ébréchee, lorsqu'elles sont désoxygénées.

Les efforts déployés pour traiter le paludisme ont été largement focalisés sur
I’approvisionnement en antipaludiques des centres de santé, le contrdle des systémes sanitaires
et I’emploi d’insecticides. Mais I’augmentation de la résistance* des parasites vis a vis des
médicaments rend 1’'impossibilité de combattre le paludisme par ces méthodes traditionnelles.
Plusieurs organisations ont commencé a faire des recherches sur des médicaments qui auront

plus de probabilité de guérir les malades du paludisme.

Les mécanismes de I’éryptose semblent étre un bon moyen de combattre le paludisme.
En effet, les hématies défectueuses sont éliminées de 1’organisme par éryptose, une forme de
suicide cellulaire induit par le stress et caractérisé par une déformation de la membrane et un
rétrécissement de la cellule (Lang et al., 2008). Contrairement a I’éryptose due a la
sénescence de 1’hématie, qui se produit approximativement aprés 120 jours, 1’éryptose des
globules rouges infectés se manifeste apres 1h jusqu’a 48h (Lang et al., 2003) déclenchée par
I’entrée de I’ion calcium par les canaux perméables aux cations*(Lang et al., 2003; Foller et
al., 2008). Puisque, I’éryptose affecte principalement les hématies infectées, elle devrait

diminuer la parasitémie* et ainsi influencer sur le cours de la maladie (Foller et al., 2009).

Par conséquent, toute intervention thérapeutique visant a accélérer I’éryptose a le
potentiel d’¢éliminer les hématies parasitées, retarder le développement parasitaire et

influencer sur le paludisme. Ce présent travail a pour principaux objectifs de répondre a ces

questions :
1. L’exposition de la phosphatidylsérine et la modulation calcique jouent elles
un réle dans la clairance des parasites et agissent elles sur le cycle de
Plasmodium ?
2. Existe-t-il une différence entre [I’éryptose chez les globules rouges
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drépanocytaires parasités et normaux parasités ?

3. L’artésunate engendre-t-il 1’éryptose chez des hématies normales et
drépanocytaires infectées et influence-t-il la croissance parasitaire sur des

cocultures in vitro avec Plasmodium falciparum ?

La premiere partie de cet ouvrage concerne les études bibliographiques sur la

corrélation entre paludisme et drépanocytose, 1’éryptose et 1’artésunate.

Ensuite, la deuxiéme partie décrit les matériels et méthodes employés durant la
coculture des hématies saines et drépanocytaires parasitées avec des doses croissantes
d’artésunate, ainsi que les manipulations majeures effectuées sur microscope optique et

cytometre en flux.

Les résultats de ces manipulations, la discussion et conclusions ainsi que les

perspectives seront détaillés dans la partie finale.
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Etudes Bibliographiques

l. CORRELATION ENTRE PALUDISME ET DREPANOCYTOSE

1.1. Paludisme

Le paludisme est di a un parasite de genre Plasmodium dont quatre espéces sont
responsables de maladies chez I’Homme : P. vivax, P. ovale, P. malariae et P.falciparum. P.
vivax, P. ovale et P. malariae appartiennent au genre Plasmodium tandis que P. falciparum
appartient au genre Laverania (Esposito et al,. 1991).Cette espéce est la plus pathogene et
responsable de complications séveres, souvent fatales. Elle est présente dans les zones
tropicales d’Afrique, d’Amérique Latine et d’Asie, et dominante en Afrique (Hay et al.,
2010). Occasionnellement, I’Homme peut étre infecté par des parasites simiennes telles que

P. cynomolgi et P. knowlesi (Kissinger et al., 1998)

Le paludisme est transmis a I’homme par la pigdre d’un moustique femelle, du genre
Anopheles, elle-méme infectée apres avoir piqué un homme impaludé. La femelle, en prenant
le repas sanguin nécessaire a sa ponte, injecte le parasite a son héte. La durée de vie de A.
gambiae vecteur du P.falciparum est de 30 jours minimum. Par conséquent, aprés avoir piqué
un sujet paludéen, la femelle de A. gambiae, peut transmettre le paludisme a des centaines de

personnes saines (Pierce et al., 2009).

Le cycle de vie du Plasmodium est complexe (Figure 1) et comprend deux étapes
majeures: la premiére est une phase sexuée ou sporogonie chez le moustique femelle. La
deuxiéme étape qui est une phase asexuée chez I’'Homme, se divise en deux cycles, I’un a
I’intérieur et I’autre a I’extérieur des globules rouges nommés respectivement intra et exo-

érythrocytaire.

1.1.1.Cycle évolutif chez I’anophéle : phase sexuée = sporogonie:

La femelle du moustique appartenant au genre Anopheles est le vecteur
prédominant qui peut transmettre les parasites aux mammiféres ainsi qu’a lui-méme lors
d'un repas sanguin. Sur les deux hotes, les humains sont I'héte intermédiaire et le Moustique

anophele I'n6te définitif, car en lui se déroule la phase sexuée (Fujioka et al., 2002).

Lors du repas sanguin sur un paludéen, I’anophele femelle absorbe des trophozoites,
des schizontes, et potentiellement des gamétocytes. Les eléments asexués sont digérés tandis
que les gametocytes restent dans 1’estomac pour initier la fécondation. Aprés la fecondation,

on obtient un oeuf mobile appelé «ookinéte». Ce dernier subit une méiose et des séries de



Etudes Bibliographiques

mitoses donnant I’oocyste a I’intérieur duquel s’individualise les sporozoites. Libérés par
éclatement de 1’oocyste, les sporozoites migrent dans les glandes salivaires de 1’anophele. Ce
sont les formes infectantes prétes a étre injectées a I’lhomme lors d’un prochain repas sanguin.
La durée du cycle sporogonique est de 12 jours pour P. falciparum en Afrique tropicale et le
cycle s’arréte lorsque la température moyenne est inférieure a 18° C.

1.1.2.Cycle évolutif chez ’homme : phase asexuée (schizogonie)
Plasmodium subit une évolution en deux phases chez I'nomme:

Stade hépatique ou exoerythrocytaire:

Les parasites sont transmis a I’homme via la piqire de I’anophele femelle infesté qui
prend son repas sanguin. Le moustique injecte de la salive contenant des centaines de
sporozoites dans le torrent circulatoire. Ces sporozoites gagnent rapidement le foie (30

minutes apres inoculation) pour effectuer le cycle pré-érythrocytaire.

Pour Plasmodium falciparum, en une semaine environ, les parasites sont au stade de
schizontes matures dont I’intérieur contient quelques milliers de noyaux qui déforment
I’hépatocyte de I’hote et repoussent son noyau en périphérie. L’éclatement des schizontes
libére de nombreux mérozoites, qui vont continuer leur développement dans le milieu

sanguin.
Stade sanguin ou intraérythrocytaire:

Le mérozoite entre par endocytose dans une hématie et s’y transforme en
stade annulaire ou ring. Dans le globule rouge s’effectue dés lors la phase symptomatique de
schizogonie érythrocytaire qui consiste en :

- Une évolution progressive du stade annulaire en  trophozoite

(possede une volumineuse vacuole nutritive) ;

- Un grossissement du trophozoite, le noyau se divise ensuite pour donner un

schizonte contenant des pigments malariques ou hemozoine;

- Une individualisation de chaque noyau contenu dans le schizonte. Ainsi se

forme un schizonte mature ou un corps en rosace.

- L’éclatement des schizontes matures libérent des mérozoites qui vont

parasiter d’autres hématies pour effectuer un nouveau cycle érythrocytaire. Au

cours de cette phase survient la crise de paludisme ou acces palustre di a
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la libération de I’hemozoine ou pigment malarique.

Aprés plusieurs cycles érythrocytaires schizogoniques, s’amorce le cycle sexué
ou sporogonique. Dans les hématies apparaissent des éléments a potentiel sexuel:
les gamétocytes males (microgamétocytes) et femelles (macrogamétocytes).

Apres avoir piqué une personne infectée par le paludisme, 1’anophele femelle
récupére les gamétocytes du sang périphérique. Le cycle parasitaire
recommence au sein d’un autre héte lors du prochain repas du moustique.

Figure 1 : Cycle de vie de Plasmodium falciparum.

(Source :McW Healthcare, 2008)



1.2. Drépanocytose
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La drépanocytose ou anémie falciforme est une maladie génétique, héreditaire

récessive autosomique du sang. Elle est dite récessive car la présence de deux genes

anormaux est requise pour que la maladie s’exprime. Elle est caractérisée par la

falciformation des érythrocytes. Cette falciformation est due a une mutation au niveau du

géne de I’h émoglobine. En effet, I’hnémoglobine S anormale différe de I’hémoglobine A par

le sixiéeme acide aminé de sa chaine 3 : une valine qui est un résidu hydrophobe remplace un

acide aminé hydrophile, I'acide glutamique. Cette substitution est sous la dépendance d’une

mutation portant sur le géne de structure de la chaine [ située sur le chromosome 11.

A la différence des hématies normales, les hématies falciformes sont moins élastiques.

Elles obstruent les petits vaisseaux sanguins et bloquent la circulation sanguine (Figure 2).

Q Normal red biood cells

Neemal
ed bhood

(ROC)

Figure 2: Différences entre les
globules rouges normaux et les
globules rouges drépanocytaires.

En A, les globules rouges normaux
circulent librement dans les veines.
L'encart  représente  une  coupe
transversale d'un globule rouge normal
de I'némoglobine normale.

En B, les globules rouges anormaux,
falciformes, se collent et s’accumulent au
point de branchement d’une veine.
L’encart montre une coupe transversale
d'une hématie falciforme dont 1’HbS
est polymérisé en un long brin qui
cause I’étirement et la déformation de
la cellule.

(Source :
http://en.wikipedia.org/wiki/Sickle-

cell_disease)
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Les hématies falciformes vivent moins longtemps, ce qui entraine une anemie dite
anémie falciforme. La drépanocytose homozygote se présente comme une anémie hémolytique
chronique entrecoupée de crises hématologiques et de crises vaso-occlusives, souvent

compliquees par des infections bactériennes séveéres.

La maladie est majoritairement rencontrée en Afrique Noire mais aussi en Amérique
du Nord et du Sud, aux Antilles, dans les pays du Maghreb, en Sicile, en Grece, dans tout le
Moyen Orient et aux Indes (Driss, 2008). Les plus hautes fréquences de I'HbS se trouvent
dans une zone géographique comprise entre le 10éme paralléle Nord et le 15éme paralléle
Sud, une zone baptisée “ceinture sicklémique” par Lehmann s'étendant du sud du Sahara a la
riviere Zambeze (Allison, 1964). La prévalence de cette hémoglobinopathie est de 8.6% chez
les enfants Malagasy (Razakandrainibe et al., 2009). Cette aire géographique a haute fréquence
drépanocytaire correspond a la zone d'endémie palustre en Afrique. La superposition des cartes
de distribution de I'HbS et du paludisme (Figure 3 et 4) est a l'origine de plusieurs théories sur

les relations entre drépanocytose et paludisme.

o - W 3 =
HDS allele frequency (%) ~ Zeemme ~ ° ™“JNER Malaria endemicity

'3
Ml A N Malaria free
£ 0.52-2.02 ¥ .
= 2.03-4.04 Epidemic
giess S B e
B 8.09-9.60 B Mesoendemic
/1112 1263 §f I yporondernic
W 12,64 14.65 B Holoendemic
™ 14.66-18.18

Figure 3 : Distribution géographique de la drépanocytose et du paludisme sur le continent africain.
(Source : Piel et al., 2010)

La coincidence géographique entre la prévalence élevée de certaines anomalies
génétiques et I'endémie du paludisme a suggéré un rble protecteur de ces traits contre le
paludisme sévére. Cette hypothese a été confirmée pour la drépanocytose (Hill et al., 1991). Les
propriétés biochimiques et physiques des globules rouges heétérozygotes (HbAS) ne

favorisent pas la croissance intraglobulaire des plasmodies, diminuent les invasions des autres

7
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hématies et augmentent la falciformation des érythrocytes infectées (Williams et al.,
2005). Néanmoins, le paludisme a Plasmodium falciparum est une des causes majeures de déces
chez les enfants nés atteints de la drépanocytose en Afrique sub-saharienne (McAuley et al.,
2010).

Des études épidémiologiques démontrent que des mutations sur 1’hémoglobine humaine,
tel le cas de la drépanocytose (Jallow et al., 2009; Williams et al., 2005) lui conférent un effet

protecteur contre les infections dues a Plasmodium (Williams, 2006).

HbAA HBAZS HESE

Figure 4 : Cette image illustre 1’une des interprétations des études épidémiologiques sur la relation
entre HbS et le paludisme. Les tailles des cercles représentent le risque que courent les différents
génotypes d’Hb lors d’une exposition similaire au paludisme. Les sujets ayant des HbAS ont peu de
risque d’étre infectés par le paludisme que les sujets a Hb AA et méme lorsqu’ils sont infectés, la
maladie n’arrive pas a progresser un état critique ou la mort. Le risque pour que le pathogéne du
paludisme infecte les sujets ayant des HbSS est réduit par rapport au Hb AA, mais des qu’ils sont
atteints, ces drépanocytaires homozygotes risquent la mort. Bien que des data ont suggéré que la
mortalité due par le paludisme est a moins de 90% chez HbAS que chez les individus normaux
(Williams, 2006 ),les résultats sont insuffisants pour estimer les potentiels risques de I’infection et de la

mortalité chez les drépanocytaires homozygotes. (Source : Williams et Obaro, 2011).
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1. APOPTOSE ET ERYPTOSE

11.1. Apoptose

L apoptose est une mort programmée des cellules. Elle représente une forme de mort
cellulaire résultant de Il'activation d'une machinerie interne a la cellule et a pour but de
désassembler les composants cellulaires afin d’éliminer les cellules malades ou inutiles
durant I’embryogenese (Lancellotti et al., 2009).Elle s'oppose a la mort nécrotique qui
suppose une destruction d'origine exogene produisant une rupture membranaire et la dispersion

du contenu cellulaire dans I'environnement causant une inflammation (Gulbins et al.,2000)

Lors de I'apoptose, la membrane cellulaire reste intacte. De nombreuses protubérances
apparaissent a sa surface. La polarité phospholipidique de la membrane cellulaire est perdue,
avec passage de la phosphatidylsérine du feuillet interne au feuillet externe (Bortner et
Cidlowski, 2004 ; Javadov et al., 2007). A un stade ultérieur, irréversible, le noyau va étre
également atteint. 1l se condense et devient pycnotique. L'ADN est attaqué et fragmenté (Green
et al., 1998 ; Gulbins et al.,2000) par diverses endonucléases, genérant, selon les cellules,
de grands fragments d’ADN ou des multiples des unités nucléosomiques .Le phénomene se
signale, par I'exposition de lipides et de sucres normalement situés a la face interne, a l'attention
des macrophages (Fadok et al., 2000) qui engloutissent et dégradent soit la cellule entiére soit
des fragments de celle-ci (Boas et al.,1998) mais restant toujours limités par une membrane.
L'intégrité membranaire, la rapidité de I'élimination cellulaire font que l'apoptose, méme
massive, n'induit aucune inflammation contrairement a ce qui peut se produire dans un
phénomene nécrotique, ou les différents compartiments cellulaires se rompant, déversent leur

contenu enzymatique au sein méme des tissus.

D’une part, I’apoptose survient au cours du developpement normal des cellules et agit tel
un mécanisme d’homéostasie* pour maintenir le nombre de population cellulaire. Chez un
humain adulte, environ 10 millions de cellules sont générées tous les jours afin de compenser
les pertes durant 1’apoptose (Renehan et al., 2001). D’autre part, 1’apoptose constitue une

défense contre des maladies ou des agents nocifs (Norbury et al., 2001).

11.2. Eryptose

Le terme : « eryptose » a ete inventé (Lang et al., 2006) pour désigner I’apoptose des
globules rouges. L’éryptose, est un mecanisme de suicide coordonné au sein méme de

I’érythrocyte sans rupture de la membrane ni libération des organites cellulaires dans
9
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I’environnement externe (Lang et al., 2010). 1l est aussi caractérisé par la déformation cellulaire,
la protubérance de la membrane et I’exposition de la phosphatidylsérine qui sont tous des
caractéristiques de 1’apoptose chez les cellules nuclées (Berg et al., 2001 ; Bratosin et al.,2001 ;
Daugas et al.,2001).

11.3. Rdles des ions calcium et de I’exposition de la phosphatidylsérine durant

I’éryptose

Les ions Ca?* entrent & ’intérieur des cellules par des canaux non sélectifs de cations
(Kaestner et al., 2002; Kaestner et al., 2004; Bernhardt et al., 2007; Ivanova et al., 2008). Ces
canaux peuvent étre actives par des chocs osmotiques (Huber et al., 2001), de stress oxydatif
(Duranton et al., 2002) et d’une sortie de I’ion CIl- (Duranton et al.,2002; Huber et al.,
2001; Lang et al.,2005).

L’augmentation de Dactivité cytosolique de Ca®* stimule 1’éryptose (Berg et
al.,2001;Bratosin et al., 2001; Daugas et al., 2001), ce qui méne a la veésiculation de la
membrane (Allan et al., 1977), stimule le rétrécissement de la membrane cellulaire (Akel et al.,
2006; Nicolay et al.,2006; Niemoeller et al., 2006b) et active la cystéine endopeptidase. La
cystéine endopeptidase est un enzyme qui dégrade la cytosquelette et qui cause la

protubérance membranaire (Pant et al., 1983).

L’ion Ca®* stimule la scramblase (Zhou et al., 2002), un enzyme qui méne a
I’exposition de la phosphatidylserine a I’extérieur de la membrane (Lang et al., 2003). En outre,
I’ion Ca?* stimule les canaux K* sensibles aux ions calcium (Bookchin et al., 1987;
Franco et al., 1996) accompagné d’une perte de K™ et de CI" et une hyperpolarisation de la
membrane cellulaire. La sortie de KCI entraine par phénomene d’osmose une

déshydratation et ainsi une diminution du volume de la cellule (Lang et al., 2003).

D’autres facteurs peuvent stimuler I’éryptose tels que la céramide (acylsphingosine) la
prostaglandine E2 (Lang et al., 2005b), facteurs d’activation des plaquettes (Lang et
al.,2005c)

10
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Figure 5: Mécanismes de I’éryptose. AA :arachidonic acid; COX: cyclooxygenase; NSC: nonselective
cation channel; PAF, platelet activating factor; PGE2: prostaglandin E2; PLA, phospholipase A2; S,
scramblase; SM, sphingomyelinase. (Source : Lang et al., 2005a)

11.4. Réles physiologiques de I’éryptose durant le paludisme

Se développer a I’intérieur des cellules permet aux agents pathogénes d’échapper au
systéme immunitaire de 1’hote. Ainsi, ils peuvent répliquer tranquillement avant d’infecter
d’autres cellules. La cellule héte doit supporter les parasites et ainsi augmenter le transport de
nutriments et 1’élimination des déchets a travers la membrane cellulaire (Gulbins et al.,
2001).

Les cellules infectées par Plasmodium ont besoin de plus de nutriments que les
cellules non infectées. En effet, un globule rouge parasité consomme 40 a 100 fois plus de
glucose que les cellules saines. Afin de se nourrir et éliminer les déchets, Plasmodium
falciparum mettent a leur disposition les canaux ioniques présents sur la membrane des globules
rouges (Kirk, 2001). Ils activent les canaux ioniques en induisant un stress oxydatif (Duranton

et al., 2003; Huber et al., 2002; Tanneur et al., 2006a).L’ouverture des canaux ioniques est

suivie par ’entrée de Ca®* et entraine I’éryptose (Bilmen et al., 2001). Les macrophages,
en phagocytant les cellules en éryptose, limitent la durée de vie des parasites (Lang et al.,
2004). D’une part, les pathogenes ont besoin des canaux pour faire entrer du calcium pour sa
survie ; d’autre part, I’entrée de calcium déclenche I’éryptose de globules rouges parasités
(Brand et al., 2003). L’ouverture de ces canaux limite ainsi la survie des parasites a 1’intérieur

des cellules. Pour faire face a ce dilemme, Plasmodium retarde 1’éryptose. Les parasites
11
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séquestrent le calcium, maintenant ainsi une faible concentration en Ca®" a intérieur des
érythrocytes et celle de la pompe a calcium (Huber et al., 2005).

L’éryptose est caractérisée par I’exposition de la phosphatidylsérine a I’extérieur de la
membrane globulaire (Lang et al., 2003) qui normalement devrait s’exprimer dans le milieu
intracellulaire. Les macrophages reconnaissent ce changement de conformation et
engloutissent les cellules présentant les phosphatidylsérines a I’extérieur de la membrane
(Boas et al., 1998b;Yamanaka et al., 2005a). Ainsi, les globules rouges peuvent étre

rapidement éliminés de la circulation sanguine (Kempe et al., 2006).

I1l. ARTESUNATE

La chloroquine a été utilisée a Madagascar depuis 1945, a des fins curatives et
préventives, mais des échecs de traitement par cette molécule, notamment chez les enfants,
ont été rapportés au cours des vingt dernieres années (Lepers et al, 1988;
Randrianarivelojosia et al., 2006). En Décembre 2005, le Ministere de la Santé, du Planning
Familial et de la Protection Sociale a publié la nouvelle Politiqgue Nationale de Lutte contre le
Paludisme (PNLP). Celle-ci préconise I’utilisation d’une combinaison a base d’artémisinine
(artésunate et amodiaquine), en premiére ligne pour le traitement de 1’accés palustre simple
conformément aux recommandations de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS 2005).

L artémisinine (ou ginghaosu), le principe actif d’une plante chinoise appelée
Artemisia annua (ginghao), a été isolé en 1972 (Christen et Veuthey, 2001) et sa structure
antipaludique a été déterminée en 1979 (van Agtmael et al., 1999). L’ artésunate est un des
dérivés de I’artémisinine. C’est un hemisuccinate d'artémisinine hydrosoluble. Il dispose
d'une liaison peroxyde actif, qui réagit avec les cellules infectées par le paludisme et produit des
especes réactives de l'oxygene qui empoisonnent les organismes a l'intérieur des globules
rouges. Aprés administration parentérale, 1'artésunate est rapidement hydrolysé en son
métabolite actif, la dihydroartémisinine.

Plusieurs revues attestent l'efficacité de l'artésunate en comparaison avec le traitement
standard a la quinine et le préconise étant le médicament de choix pour les adultes et les enfants
atteints de paludisme grave dans le monde entier (Barnes et al., 2004 ;
SEAQUAMAT group, 2005 ; Sinclair et al., 2012). Il a été rapporté que l'artésunate élimine la
fievre en 16 a 25 heures aprés administration parentérale chez les malades atteints de

paludisme a falciparum grave (OMS 1997). Par contre, I’artésunate a une demi-vie tres courte
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inférieure a 10 min (Krishna et al., 2004). Il cause une clairance rapide des parasites de la
circulation sanguine et diminue ainsi les premiers symptdmes mais il est rapidement éliminé
d’ou son utilisation avec des molécules (comme la méfloquine) qui pourraient tuer les parasites

durant trois jours de traitements (Wells et al., 2013).
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l. CULTURE in vitro DE Plasmodium falciparum

Le principe de la culture consiste a reproduire les conditions de développement in vivo
de Plasmodium falciparum. Pour éviter d’éventuelles contaminations, il est néecessaire de

toujours travailler dans un endroit aseptisé : manipulation sous hotte a flux laminaire.

1.1. Matériels

I.1.1. Souche parasitaire

La souche de Plasmodium falciparum utilisée est la souche FCM 29. C’est une souche
d’origine camerounaise, quinino-résistante conservée dans des cryotubes allant a 1’azote liquide
(-196° C).

I.1.2.Hbte des parasites

Pour un bon développement des parasites, la culture nécessite des globules rouges
sains. Ceux-ci proviennent du sang périphérique d’un donneur du groupe O+, prélevés
stérilement sur tube EDTA qui est un anticoagulant. Ces hématies seront les cibles des
mérozoites, et utilisées aussi comme source de nutriments pour les formes intra-
érythrocytaire (ring, trophozoite et schizonte). Le sang doit étre lavé et déleucocyté avant
utilisation. Ceci permet 1’élimination des anticorps et des leucocytes présents dans le sang

qui peuvent interférer dans le développement des parasites.

1.1.3. Milieu de culture

Le milieu de base de la culture est constitué du RPMI 1640 additionné de quelques
éléments de base tels que le glucose, un systeme tampon HEPES-NaHCOj3, de I’hypoxanthine et

supplémenté de I’ Albumax 11° comme substitut de sérum humain (Annexe I).

- Le RPMI 1640 (Rosewell Park Memorial Institute) est un milieu nutritionnel

complexe , utilise comme milieu de base pour la culture de Plasmodium falciparum.

- La présence de glucose est indispensable a la croissance et a la multiplication
plasmodiale. Par ailleurs, la consommation en glucose de 1’hématie parasitée
augmente 75 fois par rapport a celle de I’hématie normale. L’ajout de glucose

constitue donc une réserve énergétique dont ni Plasmodium ni les hématies ne
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possedent. Le glucose est degradé par la voie d’Embden Meyerhoff-Parnas ou la
glycolyse. Son utilisation s’arréte cependant a I’acide lactique (métabolite terminal de la
glycolyse chez Plasmodium) qui sera rejeté hors de la cellule. Ceci entrainera

I’acidification du milieu qui pourrait altérer les parasites (Sherman, 1998).

- L’acidose produite lors de la multiplication des parasites est diminuée et stabilisée
grace a I’ajout d’un systéme tampon composé de I’HEPES (acide Hydroxy- Ethyl-
Pipérazine-Ethane- Sulfonique) et du NaHCOj (bicarbonate de sodium). Ces derniers
entrent en interaction avec le CO, du mélange gazeux et permet de maintenir le pH du
milieu dans une fourchette physiologique comprise entre 7, 1 et 7, 6. C’est le pH
optimum pour le développement de Plasmodium falciparum (Druilhe et Gentilini,
1982).

- L’hypoxanthine est une purine exogene nécessaire a la synthése de I’ADN
parasitaire. Durant la phase asexuée érythrocytaire, Plasmodium falciparum est
capable de synthétiser les pyrimidines et non les purines qui sont essentielles a la
synthese d’ADN parasitaire (Sherman, 1998).

- L’Albumax 11® (Gibco BLR, Grand Island, New york, USA), substitut de sérum
humain, est un sérum albumine bovine riche en lipides et complémenté par des éléments
essentiels a la croissance cellulaire et permettant 1’invasion, le développement
et la multiplication des hématies (Schuster, 2002). Ce substitut de sérum humain est
efficace (Taverne, 2000) et présente de nombreux avantages. A I’inverse du sérum
humain, il est stable et permet d’éviter les risques d’utilisation liés aux manques de
controles par rapport aux réegles d'hygiene et de securité durant I’utilisation de

produits biologiques.

Le milieu de culture est stérilisé par filtration avant usage.

1.2. Mode opératoire

La souche de Plasmodium conservée dans 1’azote liquide (-196°C) est décongelée
rapidement dans une solution saline 3% puis lavée par une solution de lavage (RPMI seul).

Seuls les stades ring ou annulaires supportent les étapes de congélation et de décongélation.

Le culot obtenu est cultivé in vitro suivant la méthode établie par Trager et Jensen

(Trager et Jensen, 1976) avec quelques modifications.
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Le changement du milieu de culture et le contréle de la parasitémie, par observation
microscopique d’un frottis mince fixé au méthanol par immersion et coloré durant 10 minutes
au GIEMSA, s’effectuent quotidiennement (microscope optique objectif X100 et observation

sous huile & immersion).

Si la parasitémie est élevée, une dilution avec des hématies saines permet de préserver le
développement des parasites. Mais il faut noter que méme si la parasitémie est faible, il faut

ajouter des hématies fraiches (O+) tous les 4 a 5 jours afin de renouveler les hématies agées.

Une étape a effectuer apres le changement journalier du milieu consiste a gazer la
culture avec un mélange 5% O, 5% CO,, 90% N,. Cette réduction du taux d'oxygéne dans le
milieu est indispensable dans les conditions de culture de Plasmodium falciparum. En effet,
in vivo, les parasites transitent bien dans les vaisseaux oxygénés mais proliférent au niveau
des capillaires profonds ou le taux d’oxygene est faible. L’augmentation de celui-ci nuit aux
parasites (Scheibel et al., 1979; Druilhe et Gentilini, 1982 ; Sherman, 1998).

Pour simuler la condition normale de développement et de prolifération du parasite chez
I’'Homme, la température d’incubation  est a 37°C en atmosphere humide (Rojas et
Wasserman, 1993).

1. TECHNIQUE DE PURIFICATION ET DE CONCENTRATION SUR
COLONNE MAGNETIQUE DES GLOBULES ROUGES INFECTES PAR LES
STADES MATURES
La coculture avec les sangs de drépanocytaires nécessite des parasites aux stades

matures ou schizontes. Afin de les sélectionner, une méthode efficace (Ahn et al.,2008;
Ribaut et al., 2008) de purification et de concentration par separation magnétique en utilisant la
colonne et le systeme MACS (Miltenyi Biotec Inc, Bergisch Gladbach, Allemagne) a été
exécutée. Cette technique repose sur la charge en fer des parasites. Les globules rouges
parasites par les stades matures (trophozoites agés; schizontes; gamétocytes) ont une quantité
d’ion Fe* trés élevée dans leur vacuole alimentaire qui est sensible au champ magnétique (Paul
et al.,1981; Trang et al.,2004). Ils peuvent ainsi étre separés de ces hématies saines par colonne

magnétique (Ribaut et al., 2008).
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11.1. Matériels

- Support et colonne magnétiques pour la purification.

- Microscope optique pour 1’observation des stades apres purification.
Support
Colonne MACS

I
i Aimant

Figure 6 : Appareil de séparation des stades matures de P. falciparum des autres stades par rétention

magnétique sur colonne. (Source : Miltenyi Biotec Inc. ,2014).

11.2. Mode opératoire

Support et colonne magnétique sont toujours nettoyés avec de 1’alcool 70° avant
d’étre introduits sous la hotte a flux laminaire. Avant la purification, la colonne MACS est lavee
avec 7ml de RPMI seul préchauffé au bain-marie & 37°C. La suspension cellulaire est ensuite

introduite dans la colonne de séparation a un hématocrite de 10%.

Lorsque la colonne est vide, elle est enlevée du support magnétique et 7 ml de milieu de
culture complet sont ajoutés a nouveau dans la colonne. L'éluat est récupéré puis
centrifugé a 1000 tr/min pendant 10min a 20°C. Le culot contenant les schizontes est recueilli
dans 1ml de RPMI complet. Le niveau de concentration et de purification est verifié par

observation au microscope d’un frottis mince fixé au méthanol et coloré au GIEMSA (Figure 7).

17



Matériels et Méthodes

1:«94,,; . 03

' ¢
0 9Peot
00 © 99, ,%% _g0¢ °

P .
& N ©
s & » a ") T ®* : hd
V2 - 9’ L4 .‘ Qa ol
it ./ A - B
o TG0 ) % .

Figure 7 : Culture in vitro de P falciparum avant (A) et aprés purification (B). (Source: Ribaut et
al.,2008)

1. COCULTURE DES HEMATIES NORMALES ET DREPANOCYTAIRES

PARASITEES AVEC DIFFERENTES DOSES D’ARTESUNATE

111.1. Matériels

- Globules rouges normaux (GR AA), globules rouges drépanocytaires hétérozygotes (GR
AS), globules rouges drépanocytaires homozygotes (GR SS).

- Souche de Plasmodium falciparum FCM 29.

- Artésunate (ART) 1nM et 10nM

111.2. Mode opératoire

111.2.1. Prélevements de sang des drépanocytaires
Des prélevements de sang total sur tube EDTA de sujets drépanocytaires de moins de 24
heures issus de 1’Unité de Centre de Biologie Clinique (CBC) de I’Institut Pasteur ainsi que de
deux hopitaux sis a Antananarivo a savoir le laboratoire d’hématologie de I’HJRA et I'unité de

pédiatrie de CENHOSOA sont achemines a I’unité d’Immunologie de I’ Institut Pasteur.

A leur arrivée, les tubes sont centrifugés puis lavés deux fois avec du RPMI afin
d’éliminer le serum. Cing pl du culot sont prélevés des tubes, mis entre lame et lamelle, puis
observés sur objectif X 40 au microscope optique. Cette étape est necessaire afin de s’assurer de

I’intégrité des globules rouges avant la coculture. Seuls les culots dont les globules rouges ne
18
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présentent pas encore d’anomalie sont retenus. En effet, la présence d’hématie falciforme au
début de la coculture ne permet pas I’entrée des parasites. En outre, ceci engendre des valeurs
erronées pour les marquages visant a connaitre le taux de 1’éryptose et peut causer une fausse

interprétation des résultats lors des passages au cytometre.

111.2.2. Dilution de P’artésunate

L’artésunate se présente sous forme d’une solution a 10mM. Cette solution se
conserve durant des mois & - 20°C a I’abri de la lumiére.

Dix pl de cette solution mere est suspendue dans 990ul de RPMI 1640 pour avoir une
solution & 100uM. Cette solution B peut étre stockée pendant une semaine a +4°C.

A chaque manipulation, 1uM de la solution d’artésunate est préparé en prenant 10ul de
la solution A et en la diluant avec 990ul de RPMI complet. Cette solution B peut se conserver
pendant une semaine a +4°C.

Les solutions finales a mettre dans les puits sont de 1nM et 10nM. Les volumes de la
solution B requis sont respectivement de 2ul et 20ul pour 2ml de milieu complet pour les

parasites.

111.2.3. Coculture sur des plaques a 6 puits

La coculture s’effectue dans des plaques a 6 puits dont les composants sont :
- Milieu de culture pour les parasites : 2ml
- GRAA, GRAS, GR SS :100ul
- Globules rouges parasités (GRP) par des stades schizontes : 100pl
- Artésunate 1nM, 10nM

Configuration des plaques a 6puits :

GR AA + GRP GR AA + 1ART + GRP GR AA + 10ART + GRP

GR SS + GRP GR SS + 1ART + GRP GR SS + 10ART + GRP

Les plaques sont ouvertes et mises dans un incubateur. Du gaz composé de 5% O,,

5% CO,, 90% N, est introduit pour satisfaire le besoin atmosphérique des parasites.
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V. CYTOMETRIE EN FLUX

IV.1. Principe

La cytometrie en flux a été mise au point dans les années 60 par les chercheurs de Los
Alamos et de Stanford aux Etats-Unis. Elle ne s’est cependant réellement développée que
depuis les années 80 avec I’apparition des anticorps monoclonaux et certaines applications
comme le phénotypage des hémopathies malignes et le suivi des populations lymphocytaires
dans les pathologies associees au VIH (Troussard et al., 2010). En analyse médicale, la
cytométrie en flux est de plus en plus utilisée, pour le typage des leucémies, la numération des
tres nombreux sous-types cellulaires par exemple pour le suivi du SIDA* ou des traitements
immunosuppresseurs et greffes. (El Hentati et al., 2009).

La cytométrie consiste en I’analyse objective, quantitative et multiparamétrique des
cellules. Elle utilise la fluorescence, des moyens fluidiques, optiques et le soutien

informatique pour le traitement des signaux ou des images.

IV.2.Description du cytomeétre en flux

Le cytométre est composé de 3 systemes : fluidique, optique et électronique :

Les cellules sont entrainées dans le systéme fluidique qui est un flux laminaire qui
permet aux cellules en suspension de passer une a une devant le laser. Les cellules sont
propulsées une par une et a grande vitesse, dans un flux hydraulique de tres faible diamétre
(entre 50 et 150 microns) autocentré par un second flux liquide qui sert de gaine (liquide de
gaine) (Ronot et al., 2007). Les cellules, en file indienne, sont analysées une par une en défilant
a plus de 30Km/h devant un laser qui fait office de source lumineuse (systéme optique). Le
faisceau laser irradie une a une les cellules durant quelques secondes a la cadence

moyenne de 1.000 cellules/s.

Aprés intersection du rayon incident, la cellule diffracte la lumiere et les signaux émis

dans toutes les directions de I'espace sont captés dans deux directions privilégiées:

- Diffusion aux petits angles dans I'axe de la propagation laser qui correspond a la taille

de la cellule (FSC : forward scatter).

- Diffusion orthogonale et fluorescences a 90° de cet axe qui correspond a la granularité
de la cellule (SSC : side scatter).
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Figure 8 : Diffusions lumineuses sur une cellule.

(Source : https://lwww.ipmc.cnrs.fr/fichiers/recherche/microscopie/FP_Cytometrie)

Durant cet instant, chaque cellule diffuse toujours une partie de la lumiére incidente et
émet simultanément une ou plusieurs lumieres de fluorescences en fonction des sondes
fluorescentes qu'elle porte. Ces fluorescences sont enregistrées puis stockées dans un ordinateur

(systeme électronique).

Les signaux lumineux captés par une optique appropriée sont convertis par un
convertisseur d’analyse digital en valeurs, transmis a des détecteurs photoélectriques puis a
un ordinateur qui mémorise toutes les données individuelles et dans l'ordre de passage de

chaque cellule.
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Figure 9: Appareillage d’un cytométre en flux. (Source : L’Faqihi-Olive, 2007)

Cette fluorescence peut étre naturelle ou le plus souvent résulter de I’incorporation ou de
la fixation de sondes spécifiques (fluorochromes, anticorps marqués). Le passage des cellules
dans un cytometre est donc précédé d’une étape de marquage avec des molécules spécifiques
d’une structure ou d’une fonction cellulaire ; ces molécules étant susceptibles d’émettre une
fluorescence apres leur illumination. Chaque fluorochrome émet une fluorescence a une

longueur d’onde précise.
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Figure 10: Epics XL,Beckman Coulter. Cytométre a 4fluorescences équipé d’un laser 488 nm
équipé de plusieurs photomultiplicateurs capables de détecter quatre longueurs d’ondes d’émission
différentes. FITC (Isothiocyanate de fluorescéine) émet en FL-1 a une longueur d’onde de 505-545nm,
RD1/PE (Rhodamine couplé a la phycoérythrine) en FL-2 de 560-590 nm,ECD (Phycoérythrine-Texas
Red -X) en FL3 de 605-635 nm,PC 5 (Phycoérythrine-Cyanine 5,1) en FL4 de 660-700 nm. (Source :
IPM)

1VV.3. Les fluorochromes

Un fluorochrome est une molécule qui a la propriété d’absorber 1’énergie émise par une
source lumineuse, a I’état de repos, pour faire passer les électrons de ses atomes d’une sous
couche A & une autre sous couche B supérieure, correspondant & un état d’excitation. Les

longueurs d’onde qui sont absorbées constituent le spectre d’excitation d’une molécule.

Le retour de ces électrons a leur couche initiale s’accompagne d’une libération d’énergie
caractérisée par I’émission d’un photon. C’est la fluorescence. La longueur d’onde d’émission
de ces photons est une propriété de chaque molécule fluorescente, et elle dépend des atomes qui
constituent la molécule. Les longueurs d’onde émises par une molécule constituent son spectre
d’émission. Les molécules fluorescentes utilisables sur le Coulter Epics XL (cytomeétre en
flux de 1’unité Immunologie de I’Institut Pasteur) doivent absorber la longueur d’onde 488nm

c'est-a-dire qu’elles sont excitables a 488nm.

Les fluorochromes utilisés pour les manipulations sont: Annexin V-
FITC, Hydroéthidine (HE) et Fluo-4AM.
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IV.3.1. Annexin V- FITC (BD Pharmingen™)

L’Annexin V est une protéine ayant un poids moléculaire de 35-36 kDa qui a une grande
affinité pour le phosphatidylsérine. Le marquage avec ce fluorochrome se base sur un
phénomeéne caractéristique ayant lieu au sein des cellules apoptotiques : l'inversion des
feuillets lipidiques de la membrane cytoplasmique. Cette inversion entraine I'exposition vers le
milieu extérieur de phospholipides parmi lesquels les phosphatidylsérines. Dans des conditions
normales, ce phospholipide présent dans la membrane plasmique n’est exposé qu’au milieu
intracellulaire, mais se retrouve exposé a l'extérieur durant I'éryptose. Or, les annexines sont
une famille de molécules impliquées dans la signalisation cellulaire et ayant la capacité de se

fixer a ces phosphatidylsérines.

L’Annexin V est conjugué avec du fluorochrome FITC qui est I’lsothiocyanate de
fluorescéine, un fluorochrome qui émet en FL-1 a une longueur d’onde de 505-545nm apres
une excitation a 494nm. Cet ensemble posséde une haute affinité pour le phosphatidylsérine et
permet donc des analyses probantes des cellules qui sont en apoptose précoce sur cytométrie en
flux. En effet, I’externalisation du phosphatidylsérine se manifeste au début de 1’apoptose,
I’utilisation de I’Annexin V couplé au FITC présente un avantage pour detecter le début de
I’éryptose, par rapport aux techniques de marquages visant le changement nucléaire tel que la
fragmentation de I’ADN.

IV. 3.2. Hydroéthidine (Invitrogen)

L’Hydroéthidine Cy;Hy;Nsest utilisé tel un colorant vital afin de sélectionner les
hématies parasitées. Il permet de mettre en évidence une structure cellulaire sans provoquer la
mort immédiate de la cellule. La concentration utilisée durant les marquages est extrémement
faible pour que I’ADN parasitaire puisse l'accumuler. Ce fluorochrome est métabolisé en
éthidium par I’estérase du parasite. Il est détecté par sa fluorescence orange en FL-2 (émission a

595nm) apres une excitation a 510nm (Wyatt et al. 1991).

1V.3.3. Fluo-4 AM (Invitrogen)

Le Fluo-4 (CsiHsoF2N,053) est utilisé pour mesurer la concentration de calcium (Ca®*) a
I'intérieur des cellules vivantes. L'indicateur de calcium-vert fluorescent, Fluo-4, est une version

améliorée de l'indicateur de calcium Fluo-3 dont deux substituants chlorés sont remplacés
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par le fluor. Il est souvent utilisé pour le criblage a haut débit des ligands* de récepteurs et
canaux ioniques perméables au calcium.

Cet indicateur fluorescent du Ca®** est un anion* polycarboxylé imperméable. Il ne
peut étre introduit dans les cellules que par permeéabilisation ou micro injection, travail
impossible a exécuter sur des nombreuses cellules d’un tissu. Un groupement
acétométhylester (AM) ajouté sert d’une part a rendre la molécule perméante et a masquer les
charges néegatives sur les groupements carboxyles de la molécule d’autre part. Sous cette forme,
I’ester AM devient hydrophobe et peut passer a travers les membranes. La partie
acétométhylester est libérée a I’intérieur de la cellule par les estérases endogeénes et la sonde
active s'accumule dans la cellule. Le Fluo4 AM est utilisé avec I’acide pluronic pour faciliter le
chargement des cellules. 1l est détecté en FL-1 : émission a 516nm aprés une excitation a 494nm
(Gee et al., 2000).

IV.4. Présentation des données et compensation

Chague mesure issue de chaque détecteur est désignée sous le nom de “parameétre”.
Les données sont enregistrées sous forme de “liste” de valeurs pour chaque “parametre”
(variable) et pour chaque “événement” (cellule). Les données peuvent étre représentées sous
différentes formes : histogramme, nuage de points, densité ou en 3 dimensions. Sur les
graphiques, I’utilisateur définit manuellement une ou plusieurs régions pour discriminer des
groupes de populations ainsi que dénombrer par des statistiques le pourcentage ou les moyennes

de fluorescence. La combinaison logique de régions donne une fenétre.

Malgré un choix judicieux des fluorochromes qui pourront étre utilisés
simultanément, 1’utilisateur ne pourra pas éviter un chevauchement partiel de leurs spectres
d’émission (Figure 11). On observe alors des fluorescences artéfactuelles du fait de ces fuites de

fluorescence lues sur les autres PMT.
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Relative Fluorescence

S00nm 600nm F00nm 800nm
Emission Wavelength

Figure 11 : Chevauchement des fluorescences relatives de plusieurs fluorochromes.
(Source : L’Faqihi-Olive, 2007)

Il est donc possible, électroniquement de retrancher un certain pourcentage de la
fluorescence parasite: c’est la compensation. La compensation peut étre calculée manuellement
par la méthode de la médiane ou calculée par des logiciels de derniére génération par la
méthode de pentes. La compensation correcte est obtenue quand la médiane de la population

positive a compenser devient la méme que celle de la population négative.

V. ETUDE DE L’EFFET DE L’ARTESUNATE SUR LES COCULTURES DE
GLOBULES ROUGES NORMAUX ET DREPANOCYTAIRES PARASITES ET
TRAITES AVEC DE I’ARTESUNATE

V.1. Matériels
- Coculture de GRP AA et SS avec OnM, 1nM et 10nM d’artésunate.
- Microscope optique
- Méthanol
- Colorant GIEMSA

V.2. Mode opératoire

Des frottis minces ont été effectués afin d’évaluer la croissance des parasites et de
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comparer ’effet de 1’artésunate chez les globules rouges parasités normaux et les globules

rouges des drépanocytaires.

Pour ce faire, 20 pl de chaque échantillon dans les puits ont été prélevés puis
centrifugés rapidement. Le culot est étalé sur lame et observé au microscope apres fixation au
méthanol et coloration au GIEMSA. Les frottis minces ont été réalisés a intervalle régulier
durant I’incubation pour chaque échantillon a savoir : a TO, T4h, T18h, T24h, T36h et T48h.

VI. EVALUATION DU RETARD DE CROISSANCE DES PARASITES DANS
LES GLOBULES ROUGES DREPANOCYTAIRES

VI1.1. Matériels
- Coculture de GRP AA et SS avec OnM, 1nM et 10nM d’artésunate.
- Microscope optique
- Méthanol
- Colorant GIEMSA

V1.2. Mode opératoire

Lors de I’étude de I’effet de I’artésunate sur les cocultures, les nombres de tous les
globules rouges parasités par Plasmodium aux différents stades ont été répertoriés. Ceci afin
d’évaluer le retard de croissance des parasites dans les globules rouges drépanocytaires par
rapport aux globules rouges normaux. L’observation des frottis minces colorés au GIEMSA
sur microscope a éte réalisée a TO, T4h, T18h, T24h, T36h et T48h.

VIl. ETUDE DE L’ERYPTOSE SUR DES COCULTURES AVEC DE
L’ ARTESUNATE

VII.1. Matériels
- Coculture de GRP AA et SS avec OnM, 1nM et 10nM d’artésunate.

- Annexin- V FITC (BD Pharmingen™)
- Hydroéthidine (Invitrogen)
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- lonophore calcium A23187 (Sigma Aldrich)
- Cytometre (Epics XL, Beckman Coulter)

VI11.2. Mode opératoire

Pour évaluer 1’éryptose chez les globules rouges drépanocytaires parasités en
comparaison avec les globules rouges normaux parasités, des marquages avec un
fluorochrome spécifique qui est I’Annexin V-FITC ont été effectués aux différents temps
d’incubation : TO, T4h, T18h, T24h, T36h et T48h.

L’étude a eté réalisée sur 18 sujets dont 5AA et 13 SS. Le principe est de faire un double
marquage avec de I’Annexin V- FITC et de I’Hydroéthidine (Annexe 1I) des globules rouges
parasités préalablement synchronisés au stade mature, les incuber avec une gamme

d’artésunate (1nM et 10nM) et enfin passer 1’échantillon au cytomeétre en flux.

Dix mg de poudre d’Hydroéthidine ayant une concentration de 5mM diluée dans 1ml
de DMSO est la solution de travail pour le marquage. Plusieurs littératures parlent de
I’induction de 1’apoptose par 1’lonophore calcium (Ning et Murphy 1993, Gwag et al.,
1999). L’lonophore calcium A23187 (Sigma Aldrich) (1uM final) ajouté au globule rouge sain
et marqué a I’ AnnexinV- FITC est ainsi utilisé comme témoin positif pour I’éryptose.

VIIl. EVALUATION DE L’HETEROGENEITE DU CALCIUM CHEZ LES
GLOBULES ROUGES DREPANOCYTAIRES

VIII1.1. Matériels

- GRAA, ASetSS

- Fluo-4 AM (Invitrogen)

- Hydroéthidine (Invitrogen)

- lonophore calcium A23187 (Sigma Aldrich)
- Cytomeétre (Epics XL,Beckman Coulter)

VI11.2. Mode opératoire

L’évaluation de 1’hétérogénéité du calcium chez les globules rouges drépanocytaires a

été réalisée sur 8 volontaires AA, 51 patients drepanocytaires dont 18 AS et 33 SS. Elle a eté
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effectuée en faisant un double marquage avec du Fluo-4AM et de I’Hydroéthidine (Annexe I1)
des hématies drépanocytaires en comparaison avec des globules rouges normaux.
Pareil a celui utilise au marquage avec 1I’Annexin V-FITC, 1I’Hydroéthidine utilisé a
une concentration de 10%. Quant au Fluo-4AM, la solution de travail est de 1uM.
IX. ETUDE DE LA MODULATION CALCIQUE SUR LES COCULTURES
AVEC DE I’ARTESUNATE

IX.1. Matériels
- Coculture de GRP AA et SS avec OnM, 1nM et 10nM d’artésunate.
- Fluo-4 AM (Invitrogen)
- Hydroéthidine (Invitrogen)
- lonophore calcium A23187 (Sigma Aldrich)
- Cytometre (Epics XL,Beckman Coulter.)

IX.2. Mode opératoire

La modulation calcique a été observée sur des cocultures de sangs de 5 sujets AA et
13 drépanocytaires homozygotes avec des parasites et a différentes doses d’artésunate
(InM et 10nM) dans des plaques a 6 puits. Les cocultures ont été incubées a 37°C et 100ul de
chaque puits doublement marquées avec du Fluo-4-AM et de 1’Hydroéthidine (Annexe II) a
différents temps d’incubation: TO, T18h, T24h, T36h, T48h.

Les concentrations en Hydroéthidine et Fluo-4 AM utilisées sont respectivement
de 10% et de 1uM.
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RESULTATS

l. EFFET DE L’ ARTESUNATE SUR LE CYCLE DE Plasmodium falciparum

La croissance parasitaire dans les globules rouges AA, AS et SS a été observée au

microscope apres la coloration au GIEMSA. Cette étude a été effectuée sur 5 sujets normaux
(AA) et 13 patients homozygotes drépanocytaires. Sans artésunate , les parasites se multiplient
en puisant leur nourriture et éléments de croissance jusqu’a epuisement des nutriments
existant dans le milieu ou ils vivent. L’étude montre (Annexe IlI, tableau VIII) que
sans médicaments, les parasitémies s’accroissent autant dans les hématies normales
que drépanocytaires. Citons les cas des sujets suivants : AALl dont la parasitémie a évolué
de 0.27% & 0.56% en 48 heures ; SS1 de 0.30% a 0.42% en 48 heures.

Tableau | : Evolution de la parasitémie a différentes doses de I’artésunate. La décroissance
est plus marquée a 10nM ART chez certains sujets (AA2, AA6, SS1, SS7, SS11, SS12).

Sujets Evolution de la parasitémie en 48h (parasitémie a T48h- parasitémie a TO) [%]
O0ART 1nM ART 10nM ART

AA 1 0.29 -0.18 -0.17
AA 2 0.26 -0.05 -0.10
AA3 0.14 0.08 -0.02
AA4 -0.14 -0.34 0.02
AA5 0.06 -0.05 -0.08
Moyenne 0.12 -0.11 -0.07
SS1 0.12 -0.16 -0.24
SS2 0.16 0.10 -0.03
SS3 0.74 0.20 -0.07
SS4 0.30 -0.12 0.13
SS5 -0.22 -0.22 -0.22
SS6 0.16 0.09 0.10
SS7 -0.18 0.09 -0.15
SS 8 0.06 0.12 0.05
SS9 0.28 -0.40 -0.26
SS 10 -0.36 -0.49 0.06
SS11 -0.16 -0.26 -0.34
SS12 0.53 -0.13 -0.29
SS13 0.10 -0.14 -0.21
Moyenne 0.12 -0.10 -0.11
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Aux concentrations 1nM et 10 nM, [l’artésunate induit une décroissance des
parasitéemies sur les individus AA comme SS. Ceci indique 1’effet thérapeutique de

I’artésunate contre le paludisme (Tableau I).

En moyenne, 1’évolution de la parasitémie chez les sujets AA est de 0.13% a OnM de
I’artésunate. Avec les concentrations de 1nM et 10 nM, les parasitémies décroissent
respectivement de -0.11% et -0.07%. Chez les SS, la décroissance parasitaire s’observe aussi

avec des valeurs moyennes de -0.10% et -0.11% (Tableau | et figurel12).
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Figure 12 : Moyenne de I’évolution de la parasitémie chez I’ensemble des sujets AA et SS.

Ces résultats démontrent que durant les 48 heures d’observation, la moyenne de
décroissance de la parasitémie avec les concentrations 1nM et 10nM d’artésunate sont

similaires témoignant de la grande sensibilité de la souche au médicament.

1. EVALUATION DU RETARD DE CROISSANCE DES PARASITES DANS LES
GLOBULES ROUGES DREPANOCYTAIRES

Le type d’hématie induit une croissance différente des parasites. En effet, un retard de
croissance des parasites dans les hématies drépanocytaires SS est observe (Figure 13 et
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Annexe I, tableau 1X).
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Figure 13: Exemple de retard de croissance parasitaire chez GRSS. R= Ring, T=Trophozoite,
S=Schizonte. A 24h, la plupart des parasites dans les GRAA et SS sont sous forme d’anneau (ring). A

48h, les parasites dans les GR normaux se sont développés et ont donné des schizontes tandis que

ceux dans les GR drépanocytaires sont encore au stade ring.

I11. ETUDE DE I’ERYPTOSE SUR DES CULTURES TRAITEES AVEC DE
L’ ARTESUNATE

I11.1. Mise au point des marquages avec I’Annexin V-FITC et I’Hydroéthidine

Sous I’effet de 1’excitation lumineuse lors du passage des échantillons au cytometre,
Annexin V- FITC et Hydroéthidine ont été détectés grace aux fluorescences qu’ils émettent
chacun dans leur canal de fluorescence respectif. La spécificité de la détection est controlée par
la sélectivité vis a vis des longueurs d’onde des filtres optiques et des miroirs dichroiques
(Figure 9) et par les contréles négatifs inclus dans les expérimentations. La quantité de
lumiere (nombre de photons) diffusée ou émise par fluorescence par les particules (cellules)
doit étre convertie en voltage pour étre mesurée. Ce voltage est ensuite converti en valeur
digitale enregistrable sur ordinateur. Avec le cytométre Epics XL, Beckman Coulter (Figure
10), Annexin V-FITC est détecté en FL-1 et Hydroéthidine en FL-2. Les événements
électriques forment des nuages de points sur des cytogrammes autour desquels des fenétres

électroniques (gates) sont dessinées, par exemple région ANN+ et HE+.
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Figure 14: Cytogramme A : la fluorescence en Annexin V-FITC en fonction de la taille (FS) chez les

GRP. Région ANN+ : Région contenant les cellules marquées par Annexin V-FITC.

Figure 15: Cytogramme B: la fluorescence en HE en fonction de la taille (FS) des cellules.

Région HE+ : Région contenant les cellules marquées par HE.

L’Annexin  V-FITC marque les cellules qui présentent en leur surface du
phosphatidylsérine preuve que I’éryptose debute ou est en cours. Ce fluorochrome peut
marquer toutes les hématies parasitées ou saines. Ainsi, une région nommée ANN+ sur le
cytogramme A de la figure 14 correspond aux cellules marquées par Annexin V-FITC chez
les GRP.

Le deuxiéme fluorochrome HE ne se fixe que sur les acides nucléiques. De ce fait, la
fenétre nommée HE+ correspond aux hématies parasitées et le pourcentage des cellules doit
correspondre a la parasitémie de la culture parasitaire au cours de la manipulation. Les mises au
point ont été exécutées sur des GRP dont la parasitémie obtenue apres observation des lames a
été de 3.85%. Lors du passage au cytomeétre, la valeur de I’HE+ correspondant a cette

parasitémie a été de 3.99% (Figure 15).

Au sein de chaque fenétre, il est possible d’analyser séparément les données en créant un
nouveau cytogramme (Figure 16) qui est un cytogramme de la région HE+ (Figure 15). A partir
de ces figures, les cellules doublement marquées par I’Annexin V- FITC et 1’Hydroéthidine
peuvent étre détectées: ce sont les hématies parasitées par Plasmodium falciparum en

voie d’éryptose.

Apres ajout de 1uM de I’ionophore calcium, comme inducteur d’apoptose, dans les
échantillons, un accroissement de fluorescence est observé en FL-1. Le pourcentage des
hématies doublement marquées avec 1I’Annexin V-FITC et I’Hydroéthidine passe de 1.14% a

22.6%. Nous I’utilisons comme témoin positif (Figure 16 et 17). L’lonophore calcium
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employé a été dilué dans une solution de HBSS contenant elle-méme du calcium a 5uM. Une
augmentation des pourcentages des hématies parasitées marquées par 1’Annexin V-FITC et
I’Hydroéthidine est observée. Cet accroissement de la fluorescence indique I’induction par
1I’lonophore calcium de I’apoptose dont 1’un des signaux caractéristiques est la présence de la

PS a I’extérieur de la membrane (Ning et Murphy, 1993, Gwag et al.,1999).

Q1 Q2 3jon Q2
0,00% 1,14% 10,00% 22,6%

FL1 LOG: ANMERIN Y
FLT LOG: ANMEXIM ¥

Q3 104
98,9% 107" Jooom

10° 10 10 10 10 100
FLZ LOG: HE FLZ LOG: HE

Figure 16 et 17 : Augmentation des populations marquées par I’Annexin V-FITC et I’Hydroéthidine
dans la région Q2 du cytogramme de la fenétre électronique HE+ :1.14% a 22.6% apres incubation 1h
avec de I’lonophore calcium 1uM. Région Q1 : cellules marquées seulement par 1’ Annexin V-
FITC. Région Q2 : cellules doublement marquées par Annexin V-FITC et HE. Région Q3 :

cellules marquées par I’Hydroéthidine. Région Q4 : cellules non marquées.

D’autres tubes ont été préparés et passés tour a tour au cytomeétre afin de déterminer
I’emplacement des barres de seuil utilisés pour distinguer les différentes régions qui contiennent
les populations marquées. Dans le tableau Il figure les pourcentages des cellules marquées par
AnnexinV-FITC (ANN+), HE (HE+) et celles qui sont doublement marquées (Q2).

Tableau 11 : Pourcentages des cellules dans les régions ANN+, HE+ et Q2 chez les
échantillons de GRS. AnnV : Annexin-V, HE : Hydroéthidine.

GRS sans AnnvV HE AnnV+HE AnnV+HE+lonophore
marquages Ca
ANN+(%) 0.038 3.97 0.045 3.93 46.5
HE+(%o) 0.061 0.046 0.111 0.068 0.058
Q2 (%) 0 0 0 0 0
34
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Les valeurs sur ce tableau indiquent que les GRS en début ou/et en cours d’éryptose
peuvent étre marques par Annexin V-FITC. Les pourcentages des populations marquées ne
varient pas beaucoup en présence (3.93%) ou non (3.97%) de I'HE. Ce qui atteste d’un
réglage correct du cytometre et notamment des compensations FL-1/FL-2, HE n’étant pas
supposé marquer les GRS ni modifier le marquage avec I’annexine. Les cellules ANN+
augmentent comme prévues a 46.5% aprés incubation avec 1’ionophore calcium. Les
pourcentages de fHE+ sont tous inférieurs ou égal a 0.111% méme si les échantillons ont été
marqués. Ces valeurs ne sont pas significatives puisqu’elles correspondent a des bruits de
fond ou a des débris cellulaires sanguins et prouvent que les GRS ne possedent pas d’acide

nucléique et ne peuvent pas étre marqués par HE.

Chez les GRP, les cellules marquées par Annexin V-FITC sont de 1.91% et de 1.44%.
Apres ajout de I’ionophore calcium, la valeur s’accroit a 44.7%. Lorsque les GRP sont
marqués avec HE, des valeurs similaires a la parasitémie sur lames (3.85%) ont été obtenues :
3.84%, 3.99%, 3.41%.

Tableau 111 : Pourcentages des cellules dans les régions ANN+, HE+ et Q2 chez les
échantillons de GRP (parasitémie sur lame: 3.85%) Ann V: Annexin-V, HE:
Hydroéthidine.

GRP sans Annv HE AnnV+HE AnnV+HE+lonophore
marquages Ca
ANN+(%0) 0.014 1.91 0.039 1.44 44.7
HE+(%) 0.046 0.078 3.84 3.99 3.41
Q2(%) 0 0 0.039 1.14 22.6

Les fenétres et régions sur les cytogrammes sont des parameétres que le manipulateur
définit arbitrairement durant les mises au point. D’autres techniques sont donc nécessaires
afin de vérifier la véracité des valeurs. Ainsi, les régions HE+ (3.99%, 3.84%, 3.41%) sur
cytometre ont été définies en positionnant les seuils de maniere a ce que les valeurs soient les
plus similaires possible avec la parasitémie obtenue par observation microscopique de la lame

correspondante aux échantillons (3.85%).

Chez les GRS, les pourcentages des cellules en éryptose (3.97%, 3.93%) sont plus

élevés que chez les GRP (1.91%, 1.44%). Ceci prouve que les parasites retardent 1’éryptose
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notamment en maintenant les taux d’ATP et de calcium normaux afin de vivre plus

longtemps dans les hématies et pour infecter d’autres cellules aprés multiplication (Huber et
al., 2005).

I11.2. Etude de D’éryptose sur des cocultures d’hématies drépanocytaires
parasitées avec différentes doses d’artésunate.

Cette étude permet d’explorer si I’artésunate influence le cycle de Plasmodium
falciparum en accélérant 1’éryptose des GRP. L’éryptose est caractérisé par 1’exposition de la

phosphatidylsérine (PS) a I’extérieur de la membrane des GR.

Les expériences ont été réalisées sur 13 individus drépanocytaires homozygotes SS.
Cing sujets AA servent de témoins a chacune des séries de manipulation. Le tableau de 1’annexe
IV récapitule les pourcentages des GR parasités en voie d’éryptose marqués par 1’ AnnexinV-
FITC et ’HE au cours du temps et a différentes concentrations d’artésunate. Aprés 24h
d’incubation, les schizontes ont pu éclater pour donner des rings qui peuvent coloniser d’autres
globules rouges (Annexe Il ; tableau 1X). A ce temps, T24h, la moyenne des taux de GR

marqués par Annexin-V et HE a éte établie sur tous les sujets AA et SS (Figure 18).

12,00
10,00 - T 24h
mOnM ART
8,00 ~ B 1nM ART
E10nM ART

6,00

4,00 -

Exposition en PS (%)

2,00 +

0,00 -

GRP AA GRP S5

Figure 18: Moyenne (%) de I’exposition en PS (GR marqués par Annexin-V FITC et HE) chez GRP
AA et SS a 24h de la coculture avec une dose croissante d’artésunate.

Sans artésunate, le taux de GRP SS en cours d’éryptose est plus élevé que celui de

GRAA: 10.85% > 2.33%. En présence d’artésunate, 1’exposition en PS détectée par
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1I’Annexin-V FITC varie peu méme a 10nM du medicament chez GRP AA et SS. A T36h, la
variation de 1’éryptose avec 10nM d’artésunate par rapport a la coculture sans artésunate est
de £1.07% chez GRP AA et £5.78% chez SS. A 48h, elle est de £0.22% chez GRP AA et
+2.98% chez SS (Tableau V).

Tableau IV : Moyenne (%) des GR marqués par Annexin-V FITC et HE selon le type

d’hématie AA et SS a 24h de la coculture avec une dose croissante d’artésunate.

T36H T48H

OnM ART 1nM ART 10nM ART OnM ART 1nM ART 10nM ART
GRP AA 3.43 4.39 4.50 2.03 291 2.25
GRP SS 10.62 12.36 16.40 23.63 17.43 20.65

A 24h, 36h et 48h d’incubation, les taux de GRP SS en cours d’éryptose est plus élevé
que chez GRP AA. En effet, I’éryptose est sans doute augmentée par la présence des
hématies falciformes chez les drépanocytaires (Lang et al., 2008). Par contre, a 1nM et 10nM de
concentrations en artésunate, le médicament n’agit pas au niveau de 1’exposition des PS lors

d’une infection a Plasmodium falciparum.

IV. EVALUATION DE L’HETEROGENEITE DU CALCIUM CHEZ LES
GLOBULES ROUGES DREPANOCYTAIRES

IV.1. Mise au point des marquages avec Fluo-4 AM et Hydroéthidine

Sur les cytogrammes des figures 19 et 20 sont représentées les mises au point
effectuées sur le cytometre lors de 1’évaluation de 1’hétérogénéité du calcium chez les globules
rouges drépanocytaires et de 1’étude de la modulation calcique sur des cocultures avec
de I’artésunate. Avec le cytométre Epics XL, Beckman Coulter (Figure 10), le Fluo-4 AM est
détecté en FL-1 et I’Hydroéthidine en FL-2. La liaison du calcium avec la sonde fluorescente
(Fluo-4AM) entraine une fluorescence verte du Ca®* intracellulaire, permettant I’étude du
flux calcique via cytométre en flux, tandis que 1’Hydroéthidine colore les acides nucléique en
orange qui permet de visualiser les globules rouges parasités. La région D représente les

cellules marqueées par la concentration de Fluo-4 AM (1puM) utilisée (Figure 20).
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Figure 19: Cytogramme A : la fluorescence en Fluo-4 AM en fonction de la taille (FS) des cellules.
Région D : Région contenant les cellules marquées par Fluo-4 AM.
Figure 20 : Cytogramme B: la fluorescence en HE en fonction de la taille (FS) des cellules. Région

HE+ : Région contenant les cellules marquées par Hydroéthidine.

Un nouveau cytogramme a été créé a partir de la région HE+ afin d’évaluer le
pourcentage de populations doublement marqués par les deux fluorochromes. Apres ajout de
I’ionophore calcium (1uM) et de calcium (5uM), une augmentation de fluorescence s’est
produite (Figure 21 et 22). Dans les tableaux 5 et 6 figurent des exemples de pourcentages

lors d’une série de marquages sur des échantillons de GRP et GRS.

LR I+] G2 3301 02
0.00% 6.30% 0.00% 60.1%

FLY LOGEFLUO 4
L
FL1 LOGFLUO 4

10 10 L] 10° 10 10.1 10 ; 10‘ 107 103

FLZLOG:HE FL2ZLOG-HE
Figure 21 et 22: Accroissement des populations marquées par Fluo-4 AM et I’Hydroéthidine dans la
région Q2 du cytogramme de la fenétre électronique HE+ :6.30% & 60.1% aprés incubation 1h avec
de I’ionophore calcium 1uM. Région Q1 : cellules marquées seulement parFluo-4 AM. Région Q2 :
cellules doublement marquées par Fluo-4 AM et HE. Région Q3 : cellules non marquées. Région

Q4:cellules marquées seulement par HE.
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Tableau V : Pourcentages des cellules dans les régions Fluo4+, HE+ et Q2 chez les échantillons
de GRS.

GRS sans marquages Fluo4-AM HE Fluo4-AM+HE Fluo4-AM+HE+lonophoreCa

Fluo4-AM+(D) 0.078 751  0.354 5.92 63
% HE+ 0.125 0028 0.126 0.119 0.188
%Q2 0 0 0 0 0

Tableau VI : Pourcentages des cellules dans les régions Fluo4+, HE+ et Q2 chez les
échantillons de GRP.

GRP sans marquages Fluo4-AM HE Fluo4-AM+HE Fluo4-AM+HE+lonophoreCa

Fluo4-AM+(D) 0.025 116 001 9.79 64.7
% HE+ 0.001 0043 5.4 5.2 551
%Q2 0 0 0.04 5.3 60.1

Toutes les hématies possedent des canaux qui permettent 1’échange du calcium entre les
milieux extra et intracellulaire. Cela implique qu’elles peuvent toutes étre marquées au Fluo4
AM, qu’elles soient parasitées ou non. La région D ne représente pas toutes les GR marquées

par Fluo 4 AM mais seulement celles qui présentent un niveau élevé de calcium intracellulaire.

Les GRS ne possédent pas d’acide nucléique et ne sont pas marqués par HE. Cela est
justifié par les valeurs basses dans HE+ (< 0.188) et les valeurs nulles dans les régions Q2.
Chez les GRP par contre, la présence des plasmodies est marquée par HE et les pourcentages
des cellules dans la région HE+ (5.14%, 5.2%, 5.51%) coincident avec la parasitémie sur
lame 5.36%. L’augmentation de la fluorescence apres ajout de 1’ionophore calcium et du
calcium (5.92% a 63% chez GRS et 5.3% & 60.1 chez GRP) est due a I’ouverture de
I’ensemble des canaux calciques en accord avec des résultats vues dans la littérature
(Dedkova et al., 2000).

IV.2. Hétérogénéite du calcium chez les globules rouges drépanocytaires

L’evaluation de I’hétérogeénéité du calcium chez les globules rouges drépanocytaires a
été faite sur 56 individus dont 18 AS et 38 SS. Cette étude s’effectue en faisant un double
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marquage avec Fluo-4AM des hématies drépanocytaires en comparaison avec des globules
rouges normaux. Les GR marqués par Fluo-4 AM sont ceux qui ont un taux élevé de calcium
(Annexe V).

Puisque les valeurs minimum et maximum de taux élevé de calcium chez les trois sortes
de GR sont tres eloignées, les quartiles ont di étre calculés. Chez AA, les quartiles ne différent
que de 4 unités : ceci indique ’homogenéité de taux calcique chez les individus sains. Chez
AS, I’écart entre les quartiles est de 5 a 7 unités tandis que chez les SS, cet écart est de 7 a 18
unités (Tableau VII). Ces résultats confirment 1’hétérogénéité du calcium dans les hématies
drépanocytaires ainsi que la concentration de ce cation plus élevée dans le globule rouge
drépanocytaire (GR AS et SS) que dans le globule rouge normal (GR AA) (Steinberg et al.,
1978).

Tableau VII : Hétérogénéité du calcium dans les GRSS.

Taux de Fluo-4 AM (%) AA AS ss
Valeur minimum 0.76 1.81 2.76

1% quartile 10.3 7.8075 12.1

2°M quartile 13.55 9.615 19.4

3°M quartile 14.8 14.5 37.1

Valeur maximum 20.1 39.6 64.7

V. MODULATION CALCIQUE SUR LES COCULTURES AVEC DE
L’ARTESUNATE

Les parasites modulent le taux de calcium en maintenant une faible concentration en

Ca®" & Pintérieur des érythrocytes grace a des pompes & calcium (Huber et al., 2005).Cette
étude a été mise au point afin d’étudier si artésunate peut augmenter le taux calcique a
I’intérieur des GR AA ou SS. Cette augmentation de Ca®* stimulerait alors 1’éryptose (Berg et
al., 2001; Bratosin et al., 2001; Daugas et al., 2001). Fluo4-AM sert a marquer le calcium
intracellulaire et HE, I’ADN des parasites.

La moyenne des taux de GR fortement marqués par le Fluo-4 AM ont pu étre
établis. A T24h, 13.79% des GR AA ont un taux élevé de calcium pour 20.81% chez GR SS.

La concentration en calcium cytosolique chez SS est supérieure a celle chez AA (Figure 23).
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Les valeurs varient peu en absence ou en présence de I’artésunate.
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Figure 23: Moyenne des taux de GR AA et SS fortement marqués par Fluo-4 AM a 24h de la coculture
(%).

Sans artésunate, Plasmodium falciparum module le flux calcique chez les GR AA
d’ou la diminution des taux de GR AA marqués par Fluo-4 AM de 13.79% a 5.74% chez
GRP AA. Avec les doses croissantes d’artésunate, les taux de GRP ayant une concentration
en ion calcium intercellulaire élevé varient peu : 5.74% sans artésunate a 6.17% et 6.19% a

1nM et 10nM d’artésunate (Figure 24).
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Figure 24 : Comparaison des moyennes des taux (%) de GR marqués par Fluo-4 AM avec et
sans artésunate & T24h chez GR AA et GRP AA
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Figure 25: Comparaison des moyennes des taux (%) de GR marqués par Fluo-4 AM avec et sans
artésunate a T24h chez GR SS et GRP SS.
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Si les parasites arrivent a moduler le flux calcique chez les hématies normales (Figure

20), ils n’arrivent pas a abaisser la forte concentration en Ca" chez les GRP drépanocytaires
d’ou le taux de GRP SS marqué par Fluo-4 AM presque similaire (23.55%) a celui de GR SS
(20.81%) (Figure 23). Le double marquage des hématies parasitées ne montre pas de
changement significatif quant & la moyenne de fluorescence en Fluo-4 AM entre les GRP SS en

absence et en présence d’artésunate 1nM et 10nM (Figure 25).

Les calculs des moyennes de taux de fluorescence en Fluo-4 AM a 36h et 48h ont
donné les mémes résultats qu’a 24h sauf pour GRP AA (T36h) ou il y a un accroissement de 3
fois plus du taux delfluorescencelen Fluo-4 AM lors de I’incubation avec une concentration en
artésunate de 10nM (Figure 26).
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Figure 26: Accroissement de fluorescence en Fluo-4 AM avec 10nM d’artésunate chez GRP AA.
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DISCUSSION

Depuis une décennie, le traitement du paludisme a évolué grace a la combinaison de
différentes variétés de molécules contenant des dérivés de I’artémisinine. Méme si ces
combinaisons thérapeutiques semblent efficaces, la possibilité de la résistance de
Plasmodium a ces agents n’est pas a exclure. La meilleure facon de combattre cette résistance
est d’utiliser des agents thérapeutiques afin de déclencher les mécanismes propres aux
cellules comme I’éryptose chez les GR pour arréter I’invasion des parasites.

La combinaison des dérives de I’artémisinine, dont I’artésunate, combinés avec
d’autres molécules (Artemisinin-based Combination Therapy ou ACT) est préconisée
pour le traitement de paludisme (WHO, 2010). Les expériences ont été faites afin de
déterminer si I’artésunate et/ou le parasite était capable de moduler le flux de calcium a
I’intérieur des érythrocytes parasités normaux et drépanocytaires et s’il a un effet sur

I’éryptose.

Artésunate est efficace contre les parasites utilisés in vitro

Les lectures des lames au microscope ont permis de calculer la moyenne de 1’évolution
des parasites dans deux différentes sortes de GR : sains et drépanocytaires durant 48 heures.
Sans artésunate, les parasites ont un accroissement moyen de 0.13% et 0.12% (Figure 12)
respectivement chez les globules rouges AA et SS. Avec 1nM et 10nM d’artésunate par
contre, une décroissance a environ de -0.11% (Figure 12) de la parasitémie a été observée.
Ceci démontre ’efficacité de 1’artésunate pour soigner le paludisme. Concernant le mode de
développement des plasmodies dans les deux différentes natures de GR, les parasites ont un
retard de croissance chez les GR drépanocytaires. En effet, les schizontes ajoutés dans les
cocultures ont pu se développer durant les premieres 24heures pour éclater et donner des
mérozoites qui colonisent les autres hématies. A 48h, les parasites dans les hématies
AA ont pu se développer afin de devenir des schizontes, par contre la plupart de ceux qui
sont dans les hématies SS sont toujours au stade ring ou trophozoite (Figure 13 et annexe llI,

tableau 1X) . lls n’arrivent pas a s’adapter dans le milieu hostile qu’est I’hématie falciformee.
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Artésunate ne déclenche pas I’éryptose des GRP

L’ éryptose est caractérisée par un rétrécissement de la cellule, la déformation de la
membrane provoquant une exposition de la phosphatidylsérine a la surface des cellules.
Puisque I’exposition de la phosphatidylsérine au niveau de la membrane déclenche
rapidement la clairance des GRP de la circulation sanguine, I’éryptose est considéré comme

un bon mécanisme permettant de combattre le paludisme.

Les GR drépanocytaires ont une durée de vie courte qui cause chez les sujets atteints
une anémie dite falciforme. Cela peut s’expliquer par une éryptose plus importante comme le
traduit la valeur de I’exposition en PS chez les GRP SS (10.85%) plus élevée que chez les GR
normaux (2.33%) en absence d’artésunate a T24h (Figure 17). Aprés comparaison de la
moyenne des pourcentages de I’exposition de phosphatidylsérine au niveau de la membrane
cellulaire, aucune variation n’a été démontrée avec les concentrations croissantes (1nM et
10nM) en artésunate (Tableau IV). Ce médicament n’active donc pas I’éryptose chez les deux
formes de globules rouges (AA et SS) a 24h, 36h et 48h de coculture.

Artésunate module le calcium a Pintérieur des GRP AA a 36h de la coculture

L augmentation de la concentration cytosolique de 1’ion Ca®" suivie par I’activation
des canaux perméables aux Ca** stimule la vésiculation de la membrane. L’ augmentation
en ce cation a Dintérieur des cellules stimule I’éryptose (Lang et al.,, 2005a). Les
doubles marquages avec Fluo4-AM et HE ont permis de prouver 1’hétérogénéité du
calcium cytosolique chez les GR drépanocytaires (Tableau VI et figure 21).

La comparaison entre le taux de calcium chez les GR parasités AA et SS ont permis
de montrer que les parasites abaissent la concentration en calcium cytosolique chez les GR
normaux a partir de la réinvasion a 24h: 13.79% a 5.74% (Figure 22) jusqu’a 48h de
coculture. Mais il n’y a aucune variation de la concentration trés élevée en calcium chez les
hématies drépanocytaires selon la dose d’artésunate ou en présence de parasites (aucune
modification de la fluorescence en Fluo-4 AM chez GR SS et GRP SS: Figure 23). Par
contre, a 36h de la coculture, 1’artésunate 10 nM augmente le taux calcique intercellulaire des
hématies normales parasitées de 4.4% a 11.1% (Figure 24). L’artésunate agit sur le flux

calcique et sur le stockage de calcium cytosolique des hématies normales.

Ces expériences in vitro ont permis d’avoir plus d’information sur le mode d’action de
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I’artésunate. Méme si 1’artésunate n’agit pas sur I’exposition en phosphatidylsérine chez
les GRP, il module par contre le calcium intercellulaire des GR normaux. L’artésunate est
actif sur tous les stades de développement intra érythrocytaire et présente une haute efficacité
méme sur les formes tres jeunes (rings) des parasites qui ne sont présentes que durant
quelques heures apres que les globules rouges soient envahis par le stade merozoite (ter
Kuile et al., 1993). En outre, il réduit le nombre de gamétocytes dans le sang (Kombila et al.,

1997) et diminue le pouvoir invasif des gamétocytes survivants (Price et Nosten,1996).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L éryptose est activée par plusieurs xénobiotiques* (Niemoeller et al., 2008; Sopjani
et al., 2008) et est augmenté dans diverses maladies telles que la carence en fer, la
drépanocytose, la béta-thalassemie* , la carence en glucose-6-phosphate déshydrogénase, et
le paludisme (Lang et al, 2008). La stimulation de 1’éryptose par un agent thérapeutique
comme artésunate sur des érythrocytes infectés par Plasmodium falciparum pourrait

concourir a prévenir la résistance au paludisme.

Plasmodium falciparum préfere se multiplier dans des globules rouges normaux plutot
que les hématies SS. Son adaptation a ce milieu hostile fait que leur multiplication est
retardée dans des érythrocytes de drépanocytaires. L’artésunate agit sur le cours du paludisme
sur les différents stades erythrocytaires observés dans tous les cocultures: rings, trophozoites
et schizontes. Les études in vitro montre que I’artésunate ne modifie pas 1’exposition de
phosphatidylsérine au cours de I’infection paludique pour les hématies saines ou
drépanocytaires. Ces patients ont des ages et sont de sexes différents. Pour la majorité des
patients AA et SS, I’artésunate ne stimule pas le systeme érythrocytaire responsable de
I’éryptose au cours de I’infection due a Plasmodium falciparum. La modulation calcique lors

du paludisme au niveau des globules rouges n’est pas non plus modifiée par artésunate.

Au cours de ce travail, nous avons pu mettre au point des doubles marquages pour la
détection de I’exposition de phosphatidylsérine et du calcium intercellulaire des érythrocytes

parasitées.

De récentes études ont pu révéler que I’artémisinine cause 1’apoptose des cellules
cancéreuses (Singh et Lai, 2004) et I’artésunate induit 1’apoptose des cellules humaines
atteintes d’un syndrome myelodisplasique* (Wang et al., 2014). Ainsi, les études de
I’éryptose due a I’artésunate devraient étre continuées pour comprendre la relation entre flux

calcique, infection et efficacite de ses dérives.
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Annexes

Annexe | : Préparation des réactifs et milieu de culture.
1. Milieu de culture des parasites : RPMI 1640 glucosé

NaHCO; (32 mM) 8.07g
Hépés (25mM) 17.82¢
D-Glucose 69
RPMI 1640 poudre 31.29
Hypoxanthine 60 mg
Eau vive gsp 3L

- Filtrer avec du filtre Nalgéne
- Répartir dans des flacons de 500ml
- Conserver a -20°C
Compléter la préparation (500ml) avec :

Albumax 0.5% 12ml

2. Milieu de congélation

Sorbitol 2.9% 39
NaCl 0.63% 0.65¢
Glycérol 38% 28ml
Eau distillée stérile 100ml

Filtrer et conserver a +4°C pendant plus d’un mois

3. Milieu de décongélation

Na Cl 4.5% 500yl
Na Cl 3.5% 450p
RPMI vide 14.05ml

4. Solution d’Albumax II

Albumax est sous forme de poudre tres volatile. La solution mere est préparée sous
hotte a une concentration de 20% (20 grammes pour 100ml d’eau distillée stérile). Puis celleciest
congelée a -20°C. Pendant ’entretien des cultures, Albumax est additionnée au milieu a raison
de 0,5%.
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Annexe Il : Protocoles de marquages

1. Marquage avec hydroethidine
Diluer dans 1 ml de DMSO les 10mg de poudre d’hydroéthidine a 5SmM.

100 i de coculture de GR AA,SS et AS + 0,10,20nm Artésunate+parasites
+1pl de HE 10 %
(tube bleu pour cytometre)

Incuber 30mns,37°C, couverts

Centrifuger a 1200 rpm, 5mn

Eliminer le surnageant
Lavage avec du HBSS Ca Cl, (1200 rpm, 5mn)

Eliminer le surnageant
Ajout de 200ul de RPMI complet

Relargage 30mns,37°C, couverts

Centrifuger a 1200 rpm, 5mn

Eliminer le surnageant
Lavage avec du HBSS Ca Cl, (1200 rpm, 5mn)




Annexes

2. Marquage avec Fluo-4 AM

Fluo-4 AM sous forme d’aliquots de 500ul a ImM=solution A
100pl de la solution A dilué dans 100ul d’acide pluronic 20% =solution B a 500uM

10pl de la solution B dilué¢ dans 490ul d’acide pluronic 20%=solution C a 1uM

Coculture marquée par I'HE+500ul RPMI complet

+ 3l de la solution C (Fluo-4 AM)
(tube bleu pour cytométre)

Incuber 1h,37°C, couverts

Centrifugera 1200 rpm, 5mn

Eliminer le surnageant
Lavage avec du HBSS Ca Cl, (1200 rpm, 5mn)

Eliminer le surnageant
Ajouter 200ul de RPMI complet

Relargage 30mns,37°C, couverts

Centrifuger a 1200 rpm, 5mn

Lavage avec du HBSS Ca Cl, (1200 rpm, 5mn)

Eliminer le surnageant
Ajouter 500ul de PBS

Passer au cytométre en flux




3. Marquage avec Annexin V-FITC

- Déposer SuL d’Annexin V dans le culot globulaire.
- Ajouter 100uL de Binding Buffer.
Incuber pendant 15 minutes a RT, recouvert de papier aluminium.
- Ajouter 400 pL de Binding Buffer
Passer au cytometre en flux

Annexe |11 : Effets de I’artésunate sur le cours du paludisme

Tableau VIII : Parasitémie (%) des GR AA et GR SS au cours des 48 heures de coculture avec
de I’artésunate a OnM, 1nM et 10nM.

Annexes

Lames

AA1
SS1
SS2
SS3

AA2
SS 4
SS5

AA3
SS6
SS7
SS8

AA4

SS9
Ss10
SS11

AAS
SS12
SS13

TO
0 ART
0.27
0.30
0.10
0.07

0.14
0.22
0.22

0.14
0.14
0.24
0.15

0.54
0.47
0.62
0.65

0.33
0.45
0.36

T18h
0 ART
0.35
0.37
0.13
0.07

0.13
0.20
0.18

0.29
0.19
0.37
0.22

0.50
0.85
0.89
0.68

0.39
0.74
0.25

T24h
0 ART
0.4
0.32
0.18
0.95

0.26
0.29
0.30

0.23
0.17
0.26
0.52

0.34
0.76
0.56
0.45

0.29
0.64
0.95

T36h
0 ART

0.47
0.37
0.25
1.22

0.52
0.68

T48h
0 ART
0.56
0.42
0.26
0.81

0.40
0.52

T18h
1 ART
0.26
0.32
0.10
0.50

0.50
0.25

I oo

0.21
0.40
0.53
0.51

0.15
0.24
0.30
0.32

0.30
0.97
0.52

0.28
0.30
0.06
0.21

0.40
0.75
0.26
0.49

0.39
0.98
0.46

0.20
0.24
0.17
0.31

0.58
0.36
0.41
0.63

0.29
0.49
0.56

T24h
1 ART
0.30
0.25
0.52
0.23

0.18
0.40
0.29

0.36
0.20
0.31
0.17

0.35
0.39
0.35
0.52

0.25
0.68
0.65

T36h
1 ART
0.15
0.15
0.59
0.39

0.16
0.37
0.35

0.34
0.18
0.33
0.28

0.28
0.13
0.26
0.46

0.30
0.32
0.34

T48h

1 ART

0.09
0.14
0.20
0.27

0.09
0.10

0.22
0.23
0.33
0.27

0.20
0.07
0.13
0.39

0.28
0.32
0.22

T18h
10 ART
0.28
0.43
0.09
0.15

0.13
0.27
0.23

0.18
0.13
0.28
0.25

0.60
0.35
0.66
0.49

0.32
0.40
0.31

T24h
10 ART
0.36
0.36
0.11
0.10

0.23
0.17
0.02

0.20
0.08
0.20
0.16

0.38
0.24
0.54
0.42

0.26
0.35
0.26

T36h
10 ART

0.15
0.25
0.06
0.02

0.17
0.36

0.13
0.08
0.16
0.20

0.98
0.25
0.48
0.38

0.28
0.25
0.28

T48h
10 ART
0.10
0.06
0.07

0.04
0.35

0.12
0.24
0.09
0.20

0.56
0.21
0.68
0.31

0.25
0.16
0.15

Tableau IX : Retard de croissance des parasites chez GRSS

R : Ring, T : Trophozoite, S : Schizonte, P : Parasitémie.

TO

AA1
SS1
SS2
SS3

coconN X

AA2
SS 4
SS5

o © o

AA3
SS6
SS7
SS8

o © © o

AA 4
SS9
SS10
SS11

o © © o

AAS
S$S12
S§S13

S W s

T
11

(SR B RN

=
w

N w3

N oA

S Totaux
21 34
20 38
12 12
7 7
6 18
17 28
13 28
11 18
1 17
23 30
14 19
54 67
62 69
75 78
74 81
26 41
49 56
38 45

P
0.27
0.3
0.1
0.07

0.144
0.22
0.22

0.14
0.14
0.24
0.15

0.54
0.47
0.62
0.65

0.33
0.45
0.36

I Puits contaminés

T18h
R T
1 9
0 14
0 1
0 2
1 1
0 5
0 3
2 10
3 5
2 10
1 5
6 9
8 18
0 9
0 12
3 8
3 5
0 8

T24h

S Totaux P R
25 35 035 23
23 37 037 27
12 13 013 14

5 7 0.07 66
11 13 013 24
15 20 020 17
15 18 0.18 15
17 29 029 17
1 19 019 14
25 37 037 22
16 22 022 29
35 50 050 27
58 85 085 56
80 89 0.89 48
56 68 0.68 35
28 39 039 27
66 74 074 58
17 25 025 65

T
14
6
4
16

O v

24

S Totaux P
3 40 0.4
1 32 032
0 18 0.18
13 95 095
0 26 0.26
7 29 0.29
6 30 0.30
3 23 0.23
0 17 017
0 26 0.26
8 52 052
2 34 034
5 76  0.76
0 56 0.56
4 45  0.45
1 29 0.29
0 64  0.64
6 95 0.95

dans les cocultures sans artésunate :

T36h

19
28
20
78

18
45

27
38
27

22
28
20

75
38

24

36

29
20

14
11
18
18

S
4
3
0
8

NN W w

B O O =

[=)

Totaux P
47  0.47
37 037
25 0.25
122 1.22
52 0.52
68  0.68
21 021
40 0.40
53 0.53
51 051
15 0.15
24 024
30 030
32 032
30 0.30
97 097
52 0.52

T48h
R
1
35
10
55

55
11
25

15
35

T S Totaux P

15
10
11
21

11
37

S o

10
12
15
22

65

40

(€2 RO I W)

24

N O O

N O

56
42
26
81

40
52

28
30

21

40
75
26
49

39
98
46

0.56
0.42
0.26
0.81

0.40
0.52

0.28
0.30
0.06
0.21

0.40
0.75
0.26
0.49

0.39
0.98
0.46
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Annexe 1V : GRP AA et SS doublement marqués par Annexin V-FITC et HE durant
les 48h de la coculture

[ART]

AA1
SS1
SS2
SS3

AA2
SS4
SS5

AA3
SS 6
SS7
SS8

AA4

SS9
SS10
SS11

AA5
S$S12
SS13

3.28
4.17
14.3
22.2

3.45
26
111

10.8
7.61

13.9
7.92
2.31

8.47

0
14.6
9.46

0
15.7
100

7

3.23
21.9

0
33.9

0
4.55

15.8

2.86
24.5
13.4
11.7

7.41
16.3

0
0
0
8.82
3.3
7.79

2.2
1.59

1.19
11.1

OnM 1nM 10nM
TO T18h T24h T36h T48h T18h T24h T36h T48h T18h T24h T36h T48h
0 709 233 0 0 217 0 0 19 306
0 113 116 906 101 139 0 191 112 892
0 948 417 124 100 696 172 796 0  7.63
0 37 169 187 50 134 474 198 100 26
0O 0 0 0 0 28 0 0 0 455
0 226 137 125 281 122 105 184 164 159
0 135 37 o [ 227 213 769 . 3.85
O 0 0 0 0 278 208 0 0 0
0 952 25 105 0 4 227 455 417 685
0 115 108 189 125 147 549 476 7.69 158
0 909 141 294 541 127 602 143 37 283
0O 0 0 242 173 0 0 532 2 0
0 169 416 279 646 0 451 177 972 0
0 0 872 162 133 143 613 155 972 286
0 0 112 111 0 0 128 828 0 118
0 0 0 444 233 0 244 345 476 0
0 187 813 791 73 172 143 146 7.07 157
0 558 426 698 309 803 433 806 461 151

I Puits contaminés

6.05

11.2

4.73
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Annexe V : GR AA et SS marqués par Fluo-4 AM

SS Fluo-4 AM
70001104.LMD 30.3
70001105.LMD 64.7
70001106.LMD 63
70001107.LMD 411
7Z0001108.LMD 19.4
7Z0001109.LMD 37.1
70001159.LMD 16.4
7Z0001160.LMD 19.3
70001244.LMD 12.1
7Z0001315.LMD 28.5
70001349.LMD 24.7
7Z0001399.LMD 39.7
7Z0001498.LMD 8.82
70001499.LMD 8.34
AS Fluo-4 AM Z0001501.LMD 13.4
7Z0001431.LMD 1.81 7Z0001502.LMD 9.69
70001432.LMD 2.83 7Z0001503.LMD 12.7
70001492.LMD 4.74 Z0001553.LMD 4.01
7Z0001493.LMD 8.36 7Z0001554.LMD 8.98
70001495.LMD 12.1 7Z0001555.LMD 7.79
70001496.LMD 13.3 7Z0001556.LMD 2.76
7Z0001578.LMD 15.6 7Z0001557.LMD 7.04
7Z0001579.LMD 14.8 Z0001558.LMD 45.1
7Z0001580.LMD 39.6 7Z0001559.LMD 43
AA Fluo-4 AM Z0001581.LMD 8.34 7Z0001560.LMD 28.1
Z0001103.LMD 15.4 720001587.LMD 21.5 Z0001561.LMD 22.9
7Z0001158.LMD 10.3 7Z0001588.LMD 9.37 70001562.LMD 42.5
70001243.LMD 14.6 Z0001589.LMD 9.38 7Z0001563.LMD 31.3
70001314.LMD 13.4 Z0001590.LMD 9.85 7Z0001564.LMD 40.4
7Z0001400.LMD 0.76 7Z0001591.LMD 4.86 7Z0001565.LMD 17.7
70001490.LMD 13.7 7Z0001592.LMD 7.63 7Z0001566.LMD 32.4
7Z0001574.LMD 10.3 7Z0001593.LMD 13.6 7Z0001567.LMD 19.4
Z0001575.LMD 20.1 Z0001594.LMD 16.6 7Z0001568.LMD 18.5
Moyenne 12.32 Moyenne 11.9 Moyenne 24.2
E.T. 5.61 E.T. 8.59 E.T. 16.4

E.T. : Ecart-type : Racine carrée de la variance (moyenne arithmétique des carrés des écarts a la
moyenne) d’une distribution statistique.
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Last name: ANDRIAMANANTENA

First and middle names: Zo Tsiferana Juliana

Title: « In vitro study of eryptosis in normal and sickle erythrocytes parasitized by
Plasmodium falciparum and treated by artesunate».

SUMMARY

Malaria due to Plasmodium falciparum is one of major causes of mortality in the world
especially for people suffering homozygous sickle cell disease. In case of malaria, pathogens
enter erythrocytes and thus escape recognition by the immune system of the host. To
eliminate the pathogen, red blood cells enter into eryptosis, a suicide death of erythrocytes.
Eryptosis is triggered by an increase of cytosolic calcium in erythrocytes, and is characterized
by cell shrinkage, membrane blebbing and phosphatidylserine exposure at the cell surface.
Phosphatidylserine-exposing erythrocytes are identified by macrophages which engulf and
degrade the eryptotic cells. Accordingly, any therapeutical intervention accelerating suicidal
death of infected erythrocytes has the potential to foster elimination of infected erythrocytes,
delay the development of parasitemia and favorably influence the course of
malaria.Counteracting Plasmodia by inducing eryptosis is not expected to generate resistance
of the pathogen, as the proteins involved in suicidal death of the host cell are not encoded by
the pathogen and thus cannot be modified by mutations of its genes. Artesunate as an inhibitor
of calcium pumps potentially has an effect on these mechanisms.

Those studies show if artesunate, promotes eryptosis in parasitized normal and sickle
erythrocytes. For the in vitro assay, synchronized parasitized AA and SS erythrocytes were
grown with different doses of artesunate (0,21nM and 10 nM) during 48 h. Parasites prefer to
develop in normal erythrocytes and show growth retardation in sickle erythrocytes SS.
Decrease of parasitemia (-0.11 %)in presence of artesunate attests efficacy of this drug against
malaria.

Phosphatidylserine-exposing and level of calcium fluctuation in PRBCs (Parasitized
Red Blood Cells) AA and SS were studied by flow cytometry. Double staining with Annexin
V - FITC and HE shows that exposition of phosphatidylserine at the surface of SS PRBCs is
higher (10.85 %) than in AA PRBCs (2.83 %) at 24h of coculture . Thus, SS PRBCs enter
more easily in eryptosis than AA PRBCs. As against, the rate of eryptosis in PRBCs do not
vary neither with time nor with artesunate in the two forms of erythrocytes.

Double labeling with Fluo -4 AM and HE demonstrate the heterogeneity of calcium
inside SS RBCs. To survive, pathogen modulates the cytosolic calcium concentration in
normal RBCat 24h (13.8 % in non-parasitized erythrocytes and 5.74 % in PRBCs) and up to
48h of coculture. In SS RBCs, no significant change is observed in calcium content between
SS RBCs and PRBCs (20.81 % and 23.51 %). Increase of intracellular calcium influx by 10
nM of artesunate are observed after 36h of parasite coculture on normal RBCs (4.4 % of cells
stained by Fluo- 4 AM in absence of artesunate and 11.1 % at 10 nM of artesunate ). Rates of
SS PRBCs marked with Fluo- 4 AM and HE doesn’t show significant variation during the 48
hours of coculture in absence or presence of artesunate.

These results show a complex regulation of calcium and eryptosis in parasitized
erythrocytes AA or SS. Variable effect of artesunate by type of erythrocyte suggest new
avenues of study about relation between calcium flux, infection and efficiency of artesunates
derivates.

Passwords: Plasmodium falciparum, sickle cell disease, eryptosis, artesunate,
phosphatidylserine, calcium, flow cytometry.
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Titre: «Etude in vitro de D’éryptose sur des cultures d’hématies normales et

drépanocytaires parasitées par Plasmodium falciparum et traitées par I’artésunate ».

RESUME

Le paludisme di a Plasmodium falciparum est I’une des majeures causes de mortalité
dans le monde surtout chez les individus drépanocytaires homozygotes. Lors d’une infection
paludique, le pathogene entre a I’intérieur de 1’érythrocyte et échappe ainsi au systéme
immunitaire de 1’hote. Afin d’éliminer le pathogene, les globules rouges entrent en éryptose
qui est la mort par suicide des hématies. L’éryptose est déclenchée par 1’augmentation de la
concentration en ion calcium a l’intérieur des hématies, et est caractérisée par un
rétrécissement cellulaire, une déformation membranaire et une exposition de la
phosphatidylsérine a 1’extérieur de la membrane. L’exposition de la phosphatidylsérine est
identifiée par les macrophages qui vont dégrader les cellules éryptotiques. Ainsi, tout
médicament visant a accélérer I’éryptose des hématies parasitées a le potentiel de retarder la
multiplication des parasites et influencer ainsi sur le cours du paludisme. Combattre les
parasites par 1’éryptose n’induit pas une résistance du pathogéne puisque les protéines
impliquées dans 1’éryptose de la cellule hdte ne sont pas codées par le pathogene et ceci ne
peut les modifier par mutation des génes. L’artesunate comme inhibiteur des pompes a
calcium a potentiellement une action sur ces mécanismes.

Les études ont permis de savoir si I’artésunate favorise 1’éryptose chez les hématies
normales et drépanocytaires parasitées. Pour 1’étude in vitro, les parasites synchronisés au
stade schizonte dans des hématies AA et SS ont été mis en présence de différentes
concentrations d’artésunate (0,1nM et 10nM) durant 48h. Les parasites préférent se
développer dans des hématies normales et ont un retard de croissance dans les hématies
drépanocytaires SS. La décroissance de la parasitémie (-0.11%) en présence d’artésunate
atteste I’efficacité de ce médicament contre le paludisme.

L’exposition en phosphatidylsérine et la fluctuation calcique au niveau des GRP AA et
SS ont été étudiés par cytométrie en flux. Le double marquage avec Annexin-V FITC et HE
démontre que I’exposition de la phosphatidylsérine chez les GRP SS est supérieure (10.85%)
a celle des GRP AA (2.83%) a 24h de la coculture. Ainsi, les GRP SS entrent plus facilement
en éryptose que les GRP AA. Par contre, les taux de GRP en voie d’éryptose ne varient ni
avec le temps ni en présence de I’artésunate a InM et 10nM chez les deux types d’hématies.

Le double marquage avec le Fluo-4 AM et I’HE a permis de démontrer I’hétérogénéité]
du calcium a lintérieur des hématies SS. Afin de survivre, le pathogéne module la
concentration en calcium cytosolique chez les GR normaux a 24h (13.8% chez les hématies
non parasitées et 5.74% chez les GRP) et jusqu’a 48h de coculture. Aucune modification n’est
par contre observeée chez les hématies SS parasitées ou non (20.81% et 23.51%). Une
augmentation du flux calcique a été observée apres 36h de coculture des parasites dans les
hématies normales avec artésunate 10nM (4.4% de cellules marquées par Fluo-4 AM en
absence d’artésunate et 11.1% a 10nM d’artésunate). Les taux de GRP SS marqués par Fluo-4
AM et HE varient peu durant les 48h de coculture avec ou sans artésunate.

Ces résultats montrent donc une regulation complexe du calcium et de I’eryptose dans
les hématies parasitées AA ou SS. L’effet variable de I’artésunate selon le type d’hématie
suggére de nouvelles voies d’études sur la relation entre flux calcique, infection et efficacité
des dérivés de I’artésunate.

Mots-clés : Plasmodium falciparum, drepanocytose, éryptose, artésunate,
phosphatidylsérine, calcium, cytométrie en flux
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