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INTRODUCTION

Le paludisme également connu sous le nom de malaria est une maladie due a des
parasites du genre Plasmodium transmis a I’homme par des piqires de moustiques femelles de
I’espéce Anopheles. Elle constitue la premiére endémie parasitaire humaine mondiale et est un
probléme majeur de santé publique.

Aujourd'hui encore I’homme cherche des moyens de lutte et de contrdle du paludisme.
Ces actions ont parfois permis de restreindre les aires de répartition géographique de la maladie,
de proposer de nouvelles thérapeutiques efficaces et d’améliorer la prise en charge des malades.
Surtout, ces derniéres decennies de recherche ont permis la mise au point de nouvelles
molécules thérapeutiques, dont I’efficacité a été etablie de facon incontestable du point de vue
clinique. Néanmoins leurs mécanismes d'action sont partiellement compris.

L’imparfaite connaissance de cet arsenal thérapeutique constitue un frein dans son
utilisation, son optimisation, ainsi que dans le développement de nouvelles molécules dérivées.
Ce besoin est d’autant plus grand du fait qu’une course a la résistance est engagée avec
Plasmodium falciparum depuis plusieurs décennies, mettant en sursis les populations exposées

au paludisme.

Concernant la stratégie thérapeutique anti-plasmodiale actuelle, la doxycycline
bénéficie d’un regain d’intérét. Cet antibiotique possede des propriétés antiparasitaires et
constitue donc un axe de développement intéressant pourtant encore balbutiant.

Au gré des réflexions scientifiques et des innovations technologiques, les travaux scientifiques
se succedent et complétent I'édifice de la connaissance. Une compréhension plus avancée de
cette famille d'antibiotiques, de son mécanisme d’action, de sa tolérance, de ses propriétés
pharmacodynamiques et cinétiques permettrait d’optimiser son usage ainsi que de ses potentiels

dérivés dans la lutte antipaludique.

L’objet de cette these va dans ce sens, et a été de s'intéresser spécifiquement a I’action
précoce de la doxycycline sur I'espece Plasmodium falciparum. Cet exercice a été réalisé au
travers d’une revue de la littérature et par la réalisation de travaux pratiques. Ces derniers ont
consisteé a 1’étude des altérations morphologiques de P. falciparum soumis a la doxycycline au

moyen d’une observation par microscopie électronique a transmission.



PARTIE 1 : GENERALITES ET REVUE
DE LA LITTERATURE

1.1 Géneralités sur le paludisme

1.1.1 Répartition du paludisme dans le monde

Le paludisme ne sévit pas sur tout le globe, mais les migrations des populations entre
les continents et le tourisme donnent & cette maladie une envergure mondiale. Sa répartition

suit la ceinture équatorienne et est étroitement liée a la répartition de son vecteur (Figure 1) (1).

. Malaria transmission is not known to occur

Malaria transmission occurs in some places
- Malaria transmission occurs throughout

Figure 1 : Carte de la transmission globale du paludisme a travers le Monde (1)

1.1.2 Les Vecteurs

Répartition géographique :

La répartition mondiale du paludisme est conditionnée par la compétence vectorielle
des Anopheles. La surveillance de 1’évolution de 1'épidémiologie de ces vecteurs hématophages
porteurs de Plasmodium est cruciale. En effet, la lutte contre le vecteur occupe une place

importante dans la stratégie de lutte contre le paludisme.



On recense plus de 3 000 especes de moustiques dans le monde du genre Anophéles,
avec seulement une soixantaine d’espéces capables de transmettre le paludisme a I’homme
(Figure 2) (2). Et parmi celles-ci, une dizaine est responsable de plus de 99% des cas de

transmission au niveau mondial (2).
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Figure 2 : Carte mondiale de répartition des Anophéles capables de transmettre le
paludisme (3)

Légende : Americas : Amérique, Euro. & M-East : Europe et Moyen Orient, Africa : Afrique, India / Western
Asia : Inde/ Asie de I’Ouest, South-East Asia & Pacific : Asie du Sud Est et Pacifique.

Les Anopheles se dispersent peu d’un point de vue géographique. Chaque continent
héberge sa propre biodiversité anophélienne. Ainsi en Afrique, les espéces du complexe
Anopheles gambiae et Anopheles funestus sont les vecteurs majoritaires (3).

Bien qu'assez stable, il existe tout de méme une évolution des populations d’ Anophéles.
Celle-ci pourrait étre corrélée en partie a I'évolution climatique et aux transports maritimes
accélérés du XXI°M siecle ainsi qu’aux modifications comportementales (évolution trophique)
observées chez certaines especes. Par exemple en 2012, Anopheles stephensi, d’origine
asiatique a été signalé pour la premiére fois sur le continent Africain ou elle a depuis commencé
son implantation. Etant un bon vecteur pour le paludisme, 1’implantation de cette espéce,
représenterait environ 126 millions de nouveaux cas de paludisme chez I’homme d’apres les

projections d'adaptation d’Anopheles stephensi (3).



Dans de nombreux pays d'endémie palustre, la transmission du paludisme se produit
majoritairement dans une partie des régions du pays concerné. Ceci s'explique par la
dépendance du parasite a son vecteur et a son écosysteme. De plus, ce vecteur est
particulierement susceptible aux conditions géo-climatiques qui peuvent varier au cours des
annees, remodelant ainsi sa distribution dans 1’espace et le temps. La transmission dépend des
variations climatiques annuelles qui vont influencer sur I’abondance et la survie des
moustiques, tels que le régime des précipitations, la température et I’humidité. La transmission
n’est pas toujours saisonniere. Elle peut étre pérenne avec un pic pendant ou juste apres la saison
des pluies (4). Généralement les régions proches de 1’équateur sont en proie a une transmission
plus intense du paludisme. En effet, Anophéles n'apprécie guere les températures basses, et est
rarement retrouvé, voir absent a trés haute altitude > 1500 metres en Afrique. Anophele sp.
tolere peu les conditions seches et dépend donc des conditions locales.

Toutes ces conditions dressent des barrieres naturelles et dictent la répartition

géographique mondiale des vecteurs et en finalité celle du paludisme.

Dans certaines régions tempérées le paludisme pourrait réémerger car des anopheéles

compatibles avec le vecteur y sont présents comme en Europe de 1’Ouest et aux Etats-Unis.

Evolution vectorielle :

Concernant les espéces anthropophiles, le pic d’activité a la recherche d’un repas
sanguin se situe sur la période nocturne. Les zones rurales possedent un risque de transmission
plus élevé. Les anopheles femelles sont les seules a effectuer un repas sanguin chez I’homme
(5).

Mais des changements de comportement des vecteurs ont été observés recemment.
Ainsi, alors que le pic d’agressivité des anopheles est généralement observé en milieu de nuit,
des décalages d’activité au crépuscule ou a 1’aube ont été rapportés (5). Elles correspondent &
un moment ot I’homme n’est pas protégé par la moustiquaire et les répulsifs intra-domiciliaires.
On observe également une augmentation des anopheéles urbains, diurnes et piquant a I’extérieur
(5).

On note aussi une augmentation de la résistance du vecteur aux insecticides ces
derniéres annees, alors que ceux-ci avaient participé au succes du contrle du paludisme

notamment aux Etats-Unis (5).
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Les compétences vectorielles dans le paludisme sont le fruit d’une évolution étroite et

constante entre le moustique et les autres membres évolutifs de la maladie, a savoir I’homme et

son environnement.

Il semblerait ainsi que Plasmodium sp soit capable d'induire une pression de sélection a

son avantage sur Anophele sp en allongeant sa longeévité, en stimulant un appétit préférentiel

pour I’homme comparé aux espéces animales, en développant un systeme immunitaire

performant permettant son échappement a une réponse immunitaire anti plasmodiale chez

I’homme (6) (7) (8).

1.1.3 Répartition des différentes espéces de Plasmodium

Cing especes de Plasmodium sont connues a ce jour comme responsables de paludisme

chez I’homme. On retrouve Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale

(complex curtisi et complex wallikeri), Plasmodium malariae, et Plasmodium knowlesi.

Répantition géographique du paludisme & Plasmodium
falciparum

HT! VIVEX

§ 7

Y

Reépartition géographique du paluchame & Plasmodivm ovale

Réparfion géographique du paludisme & Plasmodivm

malariae

Figure 3 : Aires de répartition de Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium

vivax, Plasmodium malariae (2016) (9)
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Ces espéeces différent principalement par leurs vecteurs, les critéres de diagnostic
cliniques, biologiques, leur capacité de reviviscence, leur capacité a développer des résistances
aux antipaludéens et par leur répartition géographique bien qu’elles possédent des territoires en

communs (Figure 3) (9).

Géographiquement :
e Plasmodium falciparum est une espéce potentiellement mortelle. Elle est dominante en

Afrique mais est également présente dans les zones tropicales d’Amérique Latine et

d’Asie.

e Plasmodium vivax co-habite avec Plasmodium falciparum dans de nombreuses parties
du monde, et est présent dans certaines régions tempérées. On le retrouve en Amérique
Latine et Centrale, en Asie. En revanche sur le continent Africain elle se cantonne

essentiellement a I’ Afrique de I’Est et de I’Ouest
e Plasmodium ovale est principalement retrouvée en Afrique de 1’Ouest et subsaharienne.

e Plasmodium malariae a une distribution mondiale trés inégale comprenant I’ Amérique
du Sud, I’Asie et I’ Afrique. L’infection a Plasmodium malariae est moins fréquente que
P. falciparum. Elle posséde une trés faible mortalité mais peut entrainer des rechutes

jusqu’a 20 ans apres la primo infection.

e Plasmodium knowlesi a été reconnu assez récemment comme la 5™ espéce de
Plasmodium pathogéne pour I’homme (11) (12). Il a été rapporté pour la premiére fois
en 1927 chez une espéce de macaque Macaca fascicularis endémique de 1’ Asie du Sud-
Est. Puis il a fallu attendre 1965 pour que soit rapportée la premiere infection avérée
chez I’homme (10). L’utilisation des outils de biologie moléculaire (polymerase chain
reaction (PCR)) a permis de mettre en évidence sa part importante dans les cas de
paludisme dans cette zone du Monde. Plasmodium knowlesi est endémique a cette partie
du monde et notamment en Malaisie et a Bornéo avec quelques cas d’importations

rapportés dans les pays tempérés liés au tourisme (Figure 4) (11).

12



N M alaysia
\Peninsular Borneo

- single case
I 2-10 cases Indones.

B > 40 cases Q%OO&?_@"};' s

)

11-40 cases

Figure 4 : Carte du nombre de cas de paludisme a Plasmodium knowlesi en 2014 en Asie

de PEst (11)

1.1.4 Cycle du parasite

Plasmodium est un protozoaire de I’embranchement des Apicomplexa. Le cycle de

développement est dit dixene, avec nécessité de deux hdtes. Ainsi on differe la phase asexuée

et la phase sexuée (Figure 5) (13).
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Figure 5 : Schéma du cycle parasitaire de Plasmodium sp (13)
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. La phase asexuée se déroule chez I’homme. Il constitue 1’hote intermédiaire dans le

cycle, servant de réservoir au parasite. Elle se déroule en plusieurs phases.

Phase primaire : Elle est cliniguement asymptomatique. Lors d’un repas sanguin, le
moustique infecté injecte des sporozoites qui atteignent rapidement les hépatocytes humains.
Le parasite s’y développe en 5 a 8 jours jusqu’au stade schizonte. Ces schizontes hépatocytaires
en se rompant libérent des mérozoites qui atteignent la circulation sanguine. Chez P. vivax et
P. ovale certains parasites peuvent rester dans le foie sous forme dormante aussi appelées
hypnozoites durant des semaines, voire des mois ou des années (14).

Phase secondaire : elle marque le début de la phase cliniguement symptomatique.
Chez P. falciparum, les mérozoites libérés vont aller infecter les érythrocytes. Les parasites s’y
développent en 48h en moyenne, progressant par les stades ring (0-24h), trophozoite (24-36h)
et schizonte (36-48h), jusqu’a libérer de nouveaux mérozoites. On observe rapidement une
augmentation de la parasitémie par cycle de I’ordre a 6 a 20 fois la parasitémie précédente (15).
Dans le méme temps les premiers signes cliniques apparaissent, dont la fiévre synchronisée
avec I'éclatement des schizontes (15).

La reproduction de ce cycle permet d’entretenir 1’infection (Figure 6) (15).

Figure 6 : Cycle plasmodial érythrocytaire chez Plasmodium falciparum (15)

Parfois certains mérozoites lors de ’infection d’un nouvel érythrocyte, prennent un
autre chemin de différenciation conduisant a la production d’un gamétocyte male ou femelle (9
a 11 jours pour P. falciparum). Puis lors d’un nouveau repas sanguin I'Anophele va prélever
ces gametocytes : c’est chez le moustique que va se dérouler le reste du cycle qui correspond a

la phase sexuee.

J La phase sexuée a lieu chez l'anophele femelle qui constitue I’hote définitif.

Les gamétocytes sont incapables de se féconder chez 1’homme. Ils ont besoin de 1’anoph¢le
pour produire la reproduction sexuée par fécondation des gamétocytes males et femelles dans
le tractus digestif de I'anophéle. La fécondation va permettre la production d’un oocyste qui
apres maturation et éclatement va produire de 1’ordre de 20 000 sporozoites. Ces derniers iront
coloniser les glandes salivaires du moustique et pourront étre transmis a 1’homme lors d’un

futur repas sanguin du moustique.
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1.1.5 Morphologie parasitaire intra érythrocytaire en microscopie optique

Au cours de son cycle parasitaire intra-érythrocytaire, le parasite passe par plusieurs
étapes distinctes morphologiquement et fonctionnellement. Elle varie également selon les
espéces. Les variations morphologiques visibles par microscopie optique aprés coloration May
Grunwald Giemsa (MGG) sont résumées dans le tableau 1 avec les représentations
schématiques associées afin d'en faciliter I'interprétation. La caractérisation de ces différents

stades est un outil précieux dans le diagnostic microbiologique du paludisme.

Tableau 1 : Reconnaissance des différents stades et especes de Plasmodium sp d’intérét
clinigue en médecine humaine

De faible a 10% Vers 2% Vers 2% <2%
Plus grandes Plus grandes
Identique Déformés Forme ovale ou Plus petites
irrégulierement frangee
Fréquent Absent Absent Absent
En anneau
cytoplasmique
mince (bague a
chaton) ou en Anneau Anneau Anneau
virgule. cytoplasmique épais, | cytoplasmique épais | cytoplasmique épais
Anneau en 2 parties parfois diffus bleu foncé bleu foncé
Si 2 petits noyaux. Gros noyau unique Gros noyau rouge Gros noyau
1 ou 2 petits noyaux Coloration Granulation de Pigment jaunatre
noirs saumonée de Schiiffner déja Grain de pigment
Forme marginée du I’hématie présente a ce stade brun noir

trophozoite en
périphérie d’hématie
cas de traitement
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La reconnaissance des différentes formes par espéce bien que difficile d'apprentissage
est importante dans le diagnostic biologique du paludisme. Dans un contexte d’étude de

Plasmodium in vitro, elle permet également d’étudier les différents stades au cours des cultures

cellulaires.
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1.1.6 Données épidémiologiques du paludisme

1.1.6.1 Evolution du paludisme a Plasmodium falciparum au niveau mondial

En 2020, on estime que la moitié de la population mondiale a été exposée au risque de
paludisme. En 2019 dans le Monde, le nombre de cas de paludisme a été estimé a 229 millions,
au travers de 87 pays d’endémie palustre (14).

Au niveau mondial, I’incidence du paludisme a reculé entre 2010 et 2019, passant de
71 cas pour 1 000 habitants exposés au risque de paludisme a 57 pour 1 000. Néanmoins, la
progression de la baisse de I’incidence a considérablement ralenti entre 2014 et 2019, puisque
I’incidence reste similaire de 2014 a 2019 (14).

La répartition du nombre de cas est inégale dans le Monde avec 29 pays d’Afrique et
d’Inde qui ont concentré 95 % du nombre total de cas de paludisme dans le monde. Le Nigéria
(27 %), la République démocratique du Congo (12 %), I’Ouganda (5 %), le Mozambique (4 %)
et le Niger (3 %) ont enregistré a eux seuls, pres de 51 % des cas (14).

Le nombre de pays ou le paludisme était endémique en 2000 et qui ont rapporté moins
de 10 000 cas a augmenteé, passant de 26 en 2000 a 46 en 2019. Au cours de la méme période,
les pays comptant moins de 100 cas de paludisme indigéne sont passés de 6 a 27. Entre 2019 et
2020, 21 pays ont rapporté 3 années consécutives sans cas de paludisme autochtone. Dix de ces

pays ont ainsi été certifiés “malaria free” par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (14).

Le nombre de déces dus au paludisme a été estimé a 585 000 en 2010, 405 000 en 2018 et
409 000 en 2019. En 2019, les enfants de moins de 5 ans ont représenté 67% des déces associés
au paludisme dans le monde, ils constituent et restent la partie de la population la plus
vulnérable a cette maladie (14).

Environs 95 % des déces sont répartis dans 31 pays avec une concentration des déces a
51 % dans 6 pays dont le Nigeria (23%), la République démocratique du Congo (11%), la
Tanzanie (5%), le Burkina Faso (4%), le Mozambique (4%) le Niger (4%). La progression de
la baisse de la mortalité liée au paludisme a ralenti depuis 2016 (14).

Toutefois, selon les estimations, 1,5 milliards de cas de paludisme et 7,6 millions de
déces associés ont éte évites dans le monde entre 2000 et 2019 gréce aux mesures mises en
ceuvre telles que la distribution de moustiquaires imprégnées et le nouvel arsenal thérapeutique
(14).

18



1.1.6.2 Evolution du paludisme au niveau de la France (Données épidémiologiques
pour la France (rapport CNR 2019))

En 2019, en métropole, un total de 2 830 cas de paludisme a été deéclaré au Centre
national de référence (CNR) du paludisme par les correspondants. Néanmoins le CNR estime
que le nombre de cas de paludisme d’importation est d’environ 5 570 cas pour I’ensemble de
la France métropolitaine. Cingq cas présumés autochtones (faisant suite & une greffe,
aéroportuaire ou cryptique) ont été confirmes par le CNR (16).

L'espece majoritaire reste P. falciparum avec 88,5% des cas. Les pays de contamination sont
issus majoritairement de 1’ Afrique subsaharienne (97,2%). Les cas surviennent majoritairement
chez des sujets d’origine Africaine (86,4%), résidant en France ou arrivant d’ Afrique.

Le nombre et la proportion des formes graves a été de 406 cas soit 15,1% des acces
palustres. La létalité du paludisme en France a été de 0,35% pour 2019 soit 10 déces.
Concernant les acces graves, la mortalité est de 2,5%.

Le traitement par artésunate intraveineux a été le traitement le plus prescrit pour la prise

en charge des acces graves a P. falciparum (81,6% des cas) (16).
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1.1.7 Diagnostic biologigue
Pendant longtemps la microscopie a été la méthode de référence pour la détection du

paludisme dans un délai court. En France, les dernieres recommandations préconisent
I’utilisation en premiére ligne du diagnostic par frottis mince associé a une technique de haute
sensibilité telle que la goutte épaisse ou le QBC (quantitative buffy coat) ou une technique de
biologie moléculaire rapide permettant un rendu des résultats en moins de 2 heures (Figure 7)

(17). Les différents outils diagnostiques sont présentés dans les parties suivantes.
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Logigramme du diagnostic biologique du paludisme

Figure 7 : Logigramme du diagnostic biologique du paludisme (17)

A) Microscopie optique :

Elle nécessite un personnel formé et expérimenté. Elle permet 1’obtention de

nombreuses informations par 2 procédeés apres une coloration (May Grunwald Giemsa) MGG.

- Le frottis mince : Il permet d’établir le diagnostic d’espéce, de quantifier la parasitémie (en

pourcentage des hématies parasitées) et de suivre la décroissance parasitaire. Le frottis possede
une sensibilité permettant de détecter une parasitémie de 200 hématies parasitées par puL de

sang. Il constitue un examen indispensable dans la prise en charge et le suivi des acces palustres.

- La goutte épaisse : Il s’agit d’un examen trés sensible et est capable de détecter une parasitémie

jusqu'a 10 a 20 hématies parasitées par pL de sang (18). Il n’est pas utilisable pour déterminer

I’espéce.
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e QBC Malaria®:

Le « quantitativ buffy coat » (QBC) Malaria® repose sur I’observation microscopique
apres coloration a I’acridine orange de I’ADN des parasites intra-érythrocytaires en tube
capillaire. Elle figure encore dans les recommandations gréace a sa sensibilité équivalente a la
goutte épaisse, mais en pratique elle n’est presque plus utilisée car cette technique demande des

équipements trés spécifiques et colteux.

B) Diagnostic par biologie moléculaire

Historiquement la PCR est un outil avec une haute sensibilité et specificité capable
d’identifier des espéces morphologiquement proches. Pendant longtemps elle n'a pas été utilisée
dans le diagnostic rapide en raison des délais de rendu de résultats supérieurs a 2 heures.
L’émergence de la PCR rapide en milieux clos par technologie « loop-mediated isothermal
amplification » (LAMP) a permis son introduction dans les outils de premiere intention du
diagnostic rapide de paludisme en 2014 (19) (20). Elle ne permet pas l'obtention d’une
parasitémie. Elle doit donc étre obligatoirement associée a un frottis sanguin en cas de résultat
positif (19).

C) Recherche d’antigénes par TDR - technigue immunochromatographigue :

Les tests de diagnostic rapide (TDR) par technique immunochromatographique reposent
sur la détection d’antigénes du Plasmodium sp par anticorps monoclonaux dirigés sur une
bandelette de nitrocellulose. Le résultat est rapide (moins de 15 minutes) par lecture visuelle.

- L'Histidine-rich proteine-2 (HRP2) est spécifique du P. falciparum. Elle peut persister jusqu'a
28 jours apres guérison pouvant induire des « faux positifs » et rend son utilisation peu utile
dans le suivi (21). 1l existe également des délétions de genes codant pour la protéine HRP2 qui
peuvent conduire a des faux négatifs (22) (23). Les tests TDR doivent obligatoirement
rechercher cet antigéne. La reconnaissance de HRP2 dans le test antigénique possede une
sensibilité de I’ordre de 95% et une spécificité de I’ordre de 95%.

- La pan-lactate déshydrogénase plasmodiale pan-p(LDH) est commune aux différentes especes
de Plasmodium sp. Certains TDR utilisent une LDH (pv-pLDH) spécifique de Plasmodium
vivax permettant la différenciation avec les 4 autres espéces. La LDH a une clairance rapide
apres un traitement du paludisme. Sa sensibilité pour Plasmodium falciparum est de 93% et sa
spécificité est de 98%.

- La pan-aldolase plasmodiale est commune aux différentes especes de Plasmodium. Il existe

également une Pv-aldolase, spécifique de Plasmodium.vivax.
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1.1.8 Prise en charge du paludisme a Plasmodium falciparum

Vers le XVII®™ siécle, des préparations sous forme de poudre d'écorce issue de la plante
Cinchona officinalis contenant de la quinine ont été introduites en Europe et ont commencé a
constituer les premiers traitements efficaces décrits. Toutefois 1’obtention naturelle de cette
poudre issue d’Amérique du Sud se faisait a une échelle réduite et cotliteuse.

Au cours des deux siccles suivants elle a vu son processus d’obtention industrialisé par
extraction et purification afin d’en augmenter 'efficacité et d’en diminuer les effets indésirables
importants. Néanmoins elle gardait une toxicité importante, mais continuait a étre employée
faute d’alternative thérapeutique connue. En 1945 I’isolement des dérivés synthétiques de la
quinine et leurs productions massives a bas cofit a permis de disposer d’un traitement efficace,
peu toxique et bon marché. La chloroquine est la principale chef de fil de ces dériveés et permet
aussi bien le traitement curatif des acces palustres que la prévention des acces par chimio
prophylaxie. Elle a permis une nette amélioration du contréle de 1’endémie palustre dans les
années 1950-1970. Elle a servi de base a la conception de nombreuses autres molécules plus ou

moins spécialisées dans les nombreuses indications palustres.

1.1.8.1 Molécules anti-palustres disponibles
La seconde moitié du XX siécle a été une période assez faste dans la découverte de

nouvelles familles de molécules anti-plasmodiales. Aujourd’hui il existe plusieurs familles de
molécules actives (24), agissant par différents mécanismes d’actions et aux caracteristiques
pharmacodynamiques variées (Tableau 2). Certaines molécules plus sures d’emplois et a

I’efficacité importante prennent une place majeure dans la stratégie anti parasitaire. (24)

Tableau 2 : Principales molécules anti-palustres employées et mécanisme d’action.

Familles de Amino-4- . Sesqui Anti e . Antibiotique :
A S Amino-alcools X . Antifoliniques Naphto quinone .
molécules quinoléines terpénes foliques Cycline

. Méfloquine Artéméther
Chloroquine . A
S Halofantrine Artésunate . . .
. Amodiaquine . . .| Sulfadoxin | Pyriméthamine .
Molécules - - Luméfantrine Artéminol(= - Atovaquone Doxycycline
Pipéraquine . - L e Proguanil
- Quinine et dihydroartémis
Pyronaridine P -
dérivés inine)
. . . Vacuole . . .
Site d’action Vacuole digestive digestive Cytoplasme Mitochondrie Ribosome 70S

Délai d’action
schizonticide

Action Rapide

Action Rapide

Action Lente (antimétabolite)

Action Lente

Action Lente

Mécanisme(s)
d’action

Accumulation dans la vacuole
digestive du parasite.

Augmentation du pH vacuolaire.

Production de
radicaux libres

Inhibition compétitive des
enzymes de la voie de synthése
de I’acide folique

Dihydroptéroate et

Inhibition de la

Dihydroorotate

deshydrogénase
(DHOD)

Altération du

I A apres Dihydrofolate
]Icnh'.b't'ct’n de Iﬁ pc_>|yrr|1)e(r|satlc_)n de Ita interaction synthétase/réductase transport des
errnpro OP?rEI yrr':]e €n pigmen avec I’héme électrons au niveau
insoluble (hémozoine) DHPS DHFR du cytochrome bcl

Inhibition
fonction
apicoplastique

Légende : DHPS : dihydroptéroate synthase, DHFR : dihydrofolate réductase
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- Les amino-4-quinoléines et amino-alcools sont des bases faibles, qui s’accumulent
dans la vacuole digestive du parasite et diminuent son acidité. Les dérivés quinoléiques

inhibent la détoxification de 1’héme via la formation d’hémozoine.

- Les dérivés de I’artémisinine sont des endopéroxydes qui se lient a I’héme dans la
vacuole digestive du parasite. Cette interaction provoque la libération de radicaux libres

toxiques.

- Les antifoliques et les antifoliniques inhibent la voie métabolique de synthese de
I’acide folique du parasite, ce qui conduit a perturbation de la biosynthese des

pyrimidines.

- Les naphtoquinones sont inhibitrices de la biosynthese des pyrimidines. Dans la
mitochondrie, elles bloguent la chaine de transfert des électrons au niveau de son
enzyme clé, la dihydro-orotate réductase, ainsi que le complexe cytochrome bcl en se

substituant a 1’'ubiquinone.

De nombreuses molécules anti-palustres sont utilisées en association, afin d’obtenir une
synergie d’action et de limiter le risque de résistance. Parmi ces associations on retrouve
notamment les ACT pour artemisinin-based combination therapy :

- ACT : luméfantrine / artéméther : Riamet®

- ACT : pipéraquine / artéminol : Eurartésim®

- sulfadoxine / pyriméthamine : Fansidar®

- chloroquine / proguanil : Savaring®

- proguanil / atovaquone : Malarone®

1.1.8.2 Prise en charge thérapeutique du paludisme a Plasmodium falciparum.

La situation de terrain de la lutte contre le paludisme comprend 2 situations :
< La chimioprophylaxie (CP) : destinée aux populations voyageant des zones non-
endémiques vers les zones endémiques. Elle se définit comme I’administration d’un
traitement préventif dont la concentration sanguine est suffisante pour inhiber le
développement du parasite au stade pré-erythrocytaire ou érythrocytaire pendant la
période a risque (25).

< Le traitement curatif des accés palustres.
Dans ces 2 situations, la lutte antiparasitaire s’appuie largement sur les molécules anti-

plasmodiales dont les emplois sont le reflet de leur date de découverte, de 1’étude de leur
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efficacite et des résistances en cours. Leur emploi est le fruit d’une réévaluation permanente en

fonction de 1’état de 1’écosystéme palustre actuel.

Stratégie de prise en charge curative du Paludisme a Plasmodium falciparum :

Lors de la période prodromique qui inclut I’invasion et I’incubation, I’apparition de
signes cliniques peut étre assez discrete et aspécifique. Parmi les signes, on retrouve
principalement la fievre. Elle peut étre accompagnée de céphalées et de signes digestifs non

spécifiques.

Le choix et les modalités de traitement dépendent de 1’espéce, de la présence de signes
de gravité, de I’existence d’une éventuelle contre-indication aux médicaments, de la présence
de vomissements empéchant une prise de médicaments per os.

Dans la prise en charge curative d’accés palustre a Plasmodium falciparum, on distingue
2 situations cliniques d’intérét. Le traitement de 1’acces grave et de I’acces simple comportent

chacun leurs spécificités.

e Paludisme grave a Plasmodium falciparum de I’adulte, la femme enceinte et

P’enfant :

L’acces grave possede initialement une symptomatologie qui s’apparente a celle d’un
acces palustre simple et qui va évoluer vers une forme plus sévere avec des défaillances

d’organes et qui définissent des criteres cliniques et biologiques de gravité.

La prise en charge du paludisme grave est une urgence diagnostique et thérapeutique.
Elle implique une hospitalisation en réanimation et la mise en place d’un traitement curatif
immeédiat, des I’instant ou le diagnostic de paludisme est posé. En effet, le passage d’une forme
simple a une forme grave peut se faire en quelques heures pour P. falciparum. On sait que les
manifestations cérébrales et I’atteinte rénale sont les plus fréquentes dans les 48 premieres
heures. Le neuro-paludisme consiste en une atteinte du systéme nerveux central qui s’associe a
une défaillance multi-viscérale avec + syndrome de détresse respiratoire aigué + collapsus +
insuffisance rénale aigué. En la présence d’au moins 1 signe de gravité ci-dessous, I’acces

palustre est défini comme grave (Tableau 3).
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Tableau 3 : Critéres de gravité du paludisme grave issus de
pluridisciplinaire (RCP) de 2007 actualisés en 2017 (17).

Pronostic
péjoratif

4+

e

-

+i8

-

4+

--

Critéres cliniques ou biologiques

Toute défallance neurclogique Incluant :
- obnubilation, confusion, somnolenca, prostration, comaulsionis)
- COMa avac score da Glasgow < 11

Toute défallance raspiratoire inchuant :
- &l VM ou'VNI : Pa0,/FiO < 300 mmiHg

réunion de

&l non vantil : Pa0, < 60 mmHg etou Sp0, < 92 % en ar ambiant et/'ou FR > 30/min

- signes radiokagiques : images interstitieles at/ou akdolaies

Towte défallance cardiorrculators incluant :

- pression arténalla systolque < 80 mmHg etfou présance de signes périphéngues

d'ineuffisanca circulatoire
- mécessitd de drogues vasoprassives et lactate > 2 mmiclL

Hémorragie [définition clinigus)

lcténe : chnique ou birubing totals = 50 pmol/L
Hémoglobinurie macroscopique

Anémie profonde : hémoglobine < 7 gidl, hématocrite < 20 %
Hypoghcémie : glycdmia < 2,2 mmol/L

Acidosa :

- bicarbonates plasmatiquas < 15 mmolL

- ou acidémie avec pH < 7,35 (survailance rapprochiée dés que bicarbonates < 18 mmaliL)

Hyperlactatdmie : » 2 mmol/l a forflord » 5 mmol/L

Hyperparasitémie : d&s que parasitémie > 4 %

Insuffisance rdralka

- Créatininémia > 265 pmol'L ou urée sanguing = 20 mmcl/L

concertation

Fréquence

-—

--

-—-

--

--
-

-—-

Légende : VM : Ventilation mécanique, VNI : ventilation non invasive, FR fréquence respiratoire.

Une partie des critéres sont issus des actes biologiques, c¢’est pourquoi la biologie tient

une place importante dans le diagnostic.

Le traitement curatif du paludisme grave repose désormais chez 1’adulte et I’enfant sur

I’artésunate par voie intraveineuse (IV) qui a supplanté la quinine IV en termes d’efficacité.

L'artésunate est disponible sous autorisation temporaire d’utilisation (ATU). Cette autorisation

est nominative et a confirmation différée. Ce statut particulier lui permet d'étre commandé a

I’avance et de le prépositionner a la pharmacie ou en réanimation, afin qu’il soit rapidement

disponible.
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Schémas thérapeutiques pour I’artésunate 1V :

e Chez I’adulte, la femme enceinte et I’enfant > 20kg :

En perfusion IV de 2,4 mg/kg a HO, H12, H24. Le traitement IV est a poursuivre au
minimum pendant 24 heures (3 doses), ou jusqu’a amendement du/des critére(s) de gravité.
Aprés ces 24h lorsqu’une prise orale est possible, un relais per os est fait par un des traitements
de 1% intention du paludisme simple (arténimol/pipéraquine ou artéméther/luméfantrine).

La posologie chez la femme enceinte est identique a celle de 1’adulte. Le taux de
mortalité d0 au paludisme grave pendant la grossesse est de 50 % environ. Il est nettement plus
¢élevé que chez les femmes non gravides. L’artésunate constitue le traitement de choix. En cas
d’indisponibilit¢ de ce médicament, selon les derniéres recommandations de 1’OMS,
I’artéméther serait préférable a la quinine en fin de grossesse car la quinine est associée a un

risque d’hypoglycémie de 50 %.

e Chez I’enfant de < 20kg :
En perfusion IV de 3mg/kg a HO, H12, H24, puis lorsque le relais per os est possible,
appliquer les mémes modalités que celles préconisées pour 1’adulte.
Si I’artésunate n’est pas disponible immédiatement au début du traitement, il faudra
débuter le traitement par quinine IV. Lors de son administration, il faudra effectuer une

surveillance electro-cardioscopique et glycémique.

Schéma thérapeutigue de la quinine :

En perfusion IV a la dose de 20 mg de sel de quinine (sous forme de dichlorhydrate de
quinine) a diluer en soluté salin isotonique a la dose de 10 ml/kg (dose de charge) a I’admission
dans les 8 premiéres heures, puis 10 mg/kg toutes les 8h et ce pendant au moins 24h.

Une injection par voie IM a la méme posologie est possible en cas d’impossibilité
d’utilisation de la voie veineuse. De la méme fagon, aprés ces 24h lorsqu’une prise orale est
possible, un relais per os par thérapies combinées de dérivés de 1’artémisinine (ACT) est

réalisable.

Relais :
Dés I’amélioration de 1’état clinique du patient, un relais doit étre entrepris dans la suite
de la prise en charge du patient qu’elle soit ambulatoire ou a 1’hdpital. Les ACT sont a préférer

et sont les médicaments de 1ére intention :
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- Arténimol / Pipéraquine : a la posologie de 3 comprimés en 1 prise par jour a
jeun pendant 3 jours consécutifs.
- Artéméther / Luméfantrine : 4 comprimés en 1 prise deux fois par jour pendant
3 jours. La posologie doit étre ajustée en fonction du poids corporel ; 4
comprimés pour les adultes qui pesent > 50 kg
On retrouve aussi 1’association Atovaquone/Proguanil en 2" intention : 4 comprimés

en 1 prise pendant 3 jours et la quinine en 3°™ intention par voie per os 8mg/kg/8H pendant 7

jours.

e Paludisme non compliqué & Plasmodium falciparum

L’accés palustre simple : il s’agit de pics fébriles réguliers avec des frissons, des
céphalées, fatigue, nausées, vomissements, diarrhées et douleurs diffuses.

On distingue trois situations cliniques, a savoir le traitement de 1’adulte, de la femme

enceinte, et de I’enfant.

-  Adulte en ’absence de vomissement :

La prise en charge ambulatoire d’un paludisme non compliqué a P. falciparum est
possible sous réserve de criteres cliniques et biologiques précis et de la possibilité d’un suivi

médical. (Figure 8) (17)

Hospitalisation "
en urgence - :
< | ou Beacomaninendld
Quinine IV
H
L T T I Y SS S S S SSSSSSESSITTHs -
i " i
! Prise en charge en ambulatoire ? | !
- Diagnostic parasitologique flable, absence d'échec d'un premser traitement E
- Absence de facteur de risque de mauvaise observance H
- Absence de factour de risque associt (isolement, grossesse. spiénectomie, -
Immunodépression) 1
- Mise & disposttion de fantipaludique (Pharmacie hospitalidre ou service) H
Proximité d'un hopital, n* de téléphane foumi :
- Suivi possidle & J3 et J7 i
- Plaquettes > 50.000/mm3, hémogiobine > 10 gL, créatinindmie < 150 ymoll. .
raine <2
'l
Si taus les critdres sont vérifiés Traitement Si 1 seul critére pas vérifié !
ambulatoire possible Hospitalisation !
*ACT (A/PQ ou AlL) !
*En 1 éeistemticn ACT (A/PQ ou AIL) *Atovaquone-proguanil
*Quinine (3 éme intention)

+Atovaquone-proguand

*Quinine (3 &me intention) \ /
Suivi avec frottis - goutte épaisse a J3, J7, J28
NFS & J7, J14,J21 et J28 sl accés grave

Figure 8 : Algorithme de décision chez I’adulte dans la prise en charge d’accés simple

palustre issu de la société de pathologie infectieuse de langue francaise (SPILF) (17)
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Le traitement doit étre rapide car 1’évolution vers une forme grave peut étre rapide. On
retrouve dans les recommandations francaises :

- 1% intention : artéméther/luméfantrine per os ou arténimol/pipéraquine per 0s

- 2°™ jntention : atovaquone proguanil per os

- 3¥™ jntention : quinine per 0s

Dans le cadre de la forme non compliquée a P. falciparum, en présence de vomissements
ou de troubles digestifs importants pouvant altérer I'absorption du médicament, la quinine par
voie IV constitue le traitement de référence. Elle est alors a administrer en perfusion IV lente
et continue dans du sérum glucosé a 5%, elle est a arréter des I'arrét des vomissements ou des

troubles digestifs.

-  Femme enceinte en ’absence de vomissement

Chez la femme enceinte, le paludisme non compliqué a P. falciparum impose une
hospitalisation. L’acceés simple peut étre traité par quinine per 0s ou I’atovaquone / proguanil
per os lors du ler trimestre. A partir du 2°™ trimestre, on préféra I’association artémether /

luméfantrine per os.

=>  Enfant en ’absence de vomissement

Chez le jeune enfant, une hospitalisation initiale est recommandée pouvant faire suite a
une prise en charge ambulatoire en cas de déroulement favorable de début de traitement avec
amélioration de 1’état clinique.

Le traitement de 1°"® intention chez 1’enfant est constitué par I’usage d’ACT per os.
L’atovaquone / proguanil per os et la méfloquine per os constituent des traitements de seconde
intention (Figure 9) (17)

SNG (SRO + A/L ou A/PQ) 1] oul L' Vomis ? J1 Non '| 144 ¥ prise(s) : A/Low A/PQ
ﬂm:fmw oRernotives :
““““““ « P, fokiporum : méfloquine ou AQ-PG
------------------------------- BT
Critdres de traitement ambulatoire :
‘ ‘ fquipe médicale entrainée
Critores tous présents 2 1 critbre absent 17" W prise(s) bien tolérée(s)
famitie fabs
USC : unité de surveillance continue o amilie flable e i
SNG - sonde naso-gastrique Poursuite du traitement Poursuite du tr Aux urg s, suivi de enfant possible
SRO : soluté de rétwydratation orale en ambulatoire en USC ou en pédiatrie générale critéres de F'adulte remplis
IV ; intravelneux \

AQ-PG : atovaquone-proguani
A/L : artéméther-luméfantrine
A/PQ : artérimnol-pipéraguine

Contrdie Frottis sanguin - goutte épaisse
13,57e0)28

Figure 9 : Algorithme de décision chez I’enfant pour la prise en charge d’accés simple

palustre issue de la société de pathologie infectieuse de langue francaise (17)
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1.2 Place de la doxycycline dans la stratégie anti palustre

Les tétracyclines font partie de la famille des cyclines. Elles ont été découvertes au début
des années 1940. Elles possédent un large spectre d’action antibactérien, et constituent une
classe médicamenteuse d'intérét majeur inscrite a 1’ordre des médicaments essentiels en
médecine humaine par ’OMS.

Par la suite, I'efficacité de toute cette famille a été mise en évidence sur les protozoaires,
ce qui avait conduit a son utilisation dés 1950 dans le traitement des accés palustres simples
(26). On retrouve aussi un usage de la terramycine dans des acces palustres non compliqués au
Mexique en 1952 et un usage de la tétracycline dans cette méme indication en 1956 (27) (28).

La doxycycline inventée et développée cliniqguement au début des années 1960 est un
agent bactériostatique a large spectre, dérivé synthétiquement des tétracyclines naturelles
produites par la bactérie Streptomyces sp. Disposant de molécules anti-palustres efficaces a
cette époque, son emploi a été supplantée par d’autres familles d’antipaludiques conduisant a
une baisse de son intérét dans cette indication.

Des 1970, rattrapé par I'émergence de résistances, la doxycycline se voit réintroduite en
Asie du Sud-Est dans I’indication de chimioprophylaxie a P. falciparum en 1985 a la suite des
études du Centres pour le contrdle et la prévention des maladies (CDC) en 1970 (29) (30). On
trouve aussi un usage en prophylaxie dans les forces militaires francaises déployées en zone

endémique.

1.2.1 Pharmacologie

La doxycycline est rapidement absorbée par voie per os. Sa liposolubilité importante
est liee a sa structure chimique de formule brute C22H24N20Og et de denomination chimique
UICPA (4S,4aR,5S,5aR,6R,12aS)-4-(diméthylamino)-3,5,10,12,12a- pentahydroxy-6-méthyl-
1,11-dioxo-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahydrotétracene-2-carboxamide (Figure 10). Elle lui

permet une trés bonne pénétration tissulaire et intracellulaire.

CH O OH O @]

Figure 10 : Structure chimique doxycycline

29


https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Azote
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne

Les données pharmacocinétiques de la doxycycline dans I’indication palustre sont

résumées dans le tableau 4 (31).

Tableau 4 : Paramétres pharmacocinetiques de la doxycycline in vivo chez I’homme (31)

Parametres pharmacocinétique doxycycline :

Biodisponibilité 95%
Tmax (temps d’atteinte de la concentration maximale) 2-4h
Volume de distribution 1451 ml/kg
Liaison protéines plasmatiques 80-93%
Meétabolisation Absence
T1/2 (demi-vie élimination sérique) 3 jours
Elimination Urines et selles
Concentration maximale sérique correspondante pour dose 100-200mg/j 6-8 umol les 6 premicres .heures
1-2 pumol les 18 heures suivantes

Formulation galénique :

En médecine humaine en France, plusieurs formes galéniques sont compatibles pour un
usage per os dont les comprimés secs 100, 50, 40 mg, comprimés pelliculés 100 et 50 mg,
gélules 100 et 50 mg, poudre pour solution buvable 500 mg de doxycycline /1g de poudre. Elle
existe aussi sous forme de solution injectable 200mg/5ml pour un usage IV. Dans d’autres pays
on retrouve aussi des comprimés dosés a 200 mg de principe actif.

L'intérét de la forme comprimé est qu'elle est facile d’usage, peu encombrante, stable,
sécable pour un ajustement de la dose en fonction de I'indication et du poids du patient.
Cependant, elle est associée a un risque significativement plus élevé de créer des effets
indésirables gastro-intestinaux que les formes gélules et comprimés pelliculés (32) (33).

Depuis sa commercialisation, 1’évolution chimique de la doxycycline a conduit a
I’emploi de 2 dérivés. On retrouve la forme monohydrate et la forme sel d’hyclate qui ont toutes
les deux I’avantage d’avoir une tolérance améliorée par rapport aux premieres formes
synthétisées (33) (34). Quelques différences mineures subsistent entre ces dérivés et concerne
la tolérance gastro-intestinale. Il n’a pas été mis de différence d’efficacité entre les 2 formes,
mais la forme monohydrate semblerait significativement mieux tolérée au niveau gastro-
intestinal sur les traitements au long cours (33) (34).

Malgré cet avantage, c’est sous la forme hyclate que la doxycycline est majoritairement
employée dans le monde. En effet cette derniére possede un colt nettement inférieur de 11$
US/14 jours contre 65.79%/14 jours pour la forme monohydrate malgré la sortie récente de sa
forme géneérique (35).

30




1.2.2 Traitement curatif et chimio prophylactique, posologie, résistance,
tolérance

En 1974, des études mettent en lumicére un mécanisme d’action tardif de la doxycycline
a la posologie de 100-200mg/j sur Plasmodium sp. Ce délai d’action avait conduit la
communauté scientifique a exclure la doxycycline de I’arsenal des traitements d’urgence des
acces graves. Par extension, elle était aussi peu utilisée dans les cas d’acces simples. En
revanche elle est utilisée classiquement et fréquemment en chimioprophylaxie a travers le
monde quelle que soit la région.

La montée de la résistance de Plasmodium falciparum & plusieurs molécules anti-
palustres dont la chloroquine depuis 1960 et méme plus récemment aux derivés de
I’artémisinine dans 1’Asie du Sud-Est depuis une dizaine d’années a conduit a 1’étude
d’alternatives thérapeutiques.

Dans cet objectif, I’efficacité de la doxycycline en monothérapie et en association a été
essentiellement réévaluée par la communauté scientifique dans le traitement des acces simples

qui sont moins exigeants en termes de rapidité d’action.

A) Traitement curatif

a) En monothérapie

Dapres Rieckemann et al. et Colwell et al., dans le cas d’accés simple a Plasmodium
falciparum chloroquino-résistant, I’emploi de la doxycycline per os a la posologie de 250 mg
4 fois par jours pendant 7 jours en monothérapie, montre des taux de guérison de 75 a 100%
(36) (37). Les frottis sanguins montrent 1’absence de formes asexuées et Sexuées en moyenne
entre 3.8 et 6 jours ; la fiévre disparait entre 3.6 et 4 jours (35) (36) (37). Si I’on compare a la
quinine per os seule, dans le méme cas d’acces simple a Plasmodium falciparum
chloroquinorésistant, les frottis sanguins devenaient négatifs en 2.6 jours, et la fievre
disparaissait entre 1.9 a 2.6 jours (38) (39). Encore une fois, la lenteur de son action rend son

usage limité en monothérapie (35).

A noter qu’on retrouve dans la littérature des essais concernant 1’exploitation d’un
mécanisme d’action précoce de la doxycycline qui se produirait a des posologies plus
importantes (600 mg/j en une administration) sans majoration des effets indésirables connus
(40) (41). L’efficacité, la tolérance de cette posologie et les indications qui pourraient en
découler sont en cours d’étude. Mais ces essais pourraient permettre d’étendre les indications

de la doxycycline comme médicament anti palustre dans le traitement des acces simples.
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b) En association

D’autres études se sont intéressées a son utilisation en association dans le cadre du
traitement des acces simples a Plasmodium falciparum. Cette indication convient a la
doxycycline qui posséde des mécanismes d’action distincts des thérapies anti-plasmodiales
usuelles. Le recours de la doxycycline en association avec un schizonticide rapide, permet de
combler le manque de rapidité d’action de la doxycycline tout en assurant une association
synergique des mécanismes d’actions des molécules employées. La doxycycline peut étre
utilisée comme molécule « de long cours » dans le cadre de I’association grace a sa meilleure
tolérance générale sur le long terme. Elle permet ainsi d’assurer I’élimination des parasites

résiduels apres I’action des molécules a action rapide.

On retrouve dans la littérature plusieurs essais d’associations sur des acces simples a P.
falciparum. D’aprés Looaereesuwan et al. I’efficacité de la doxycycline (250 mg quatre fois
par jour per 0s) associée a 1) la méfloquine (750 mg administrés immédiatement, suivis de 500
mg 6 h plus tard per o0s) ou 2) a la quinine (600 mg toutes les 8 h pendant sept jours per 0s)
montre des taux de guérison pour les deux groupes de 94% (44/47) et de 98% (45/46)
respectivement. Les délais d'élimination des parasites et de la fievre étaient plus courts pour le
groupe traité par D’association avec la méfloquine, mais les différences n'étaient pas

statistiquement significatives (42).

Son utilisation en association est d’autant plus intéressante depuis 1’émergence de
souches résistantes a la quinine dans le Sud Est de 1’Asie : dans ces cas d’accés simples
résistants a la quinine, 1I’association doxycycline + quinine affiche une efficacité entre 96 a 98%
avec un temps d'élimination du parasite de 3 a 3.6 jours et une disparition de la fievre en 2.6
jours (43) (44).

D’apreés Taylor et al. une étude menée en Nouvelle Guinée et en Indonésie, ’association
chloroquine (10 mg/kg jour 1 et 5 mg/kg jour) et doxycycline (200 mg/ jour) a montré un taux
de guérison de 90,9 % (20/22 patients) contre 64,7 % pour la doxycycline (11/17 patients) seule
et 20% pour la chloroquine seule (4/20 patients). A noter que sur les 2 patients non guéris par
I’association chloroquine/doxycycline, les souches présentaient une résistance importante
(grade RI11) a la chloroquine (45).

D’aprés Cowell et al, dans le cas d’accés simples a Plasmodium falciparum
chloroquino- résistants, 1’association per 0s de quinine (640 mg 3 fois par jour pendant 3 jours
+ tétracycline (250mg 4 fois par jour pendant 7 jours) posséde une efficacité de 96,6% vs 41,6%
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pour ’association per 0s quinine 640 mg 3 fois par jour pendant 3 jours + chloroquine (1500

mg pendant 48h aprés I’administration de la quinine) (37).

En France, les derniéres RCP issues de la SPILF sur ’'usage de la doxycycline chez
I’adulte recommandent I’utilisation de la doxycycline (ou de la clindamycine chez la femme
enceinte ou 1’enfant) en association a artésunate et quinine en cas de suspicion de souche de

sensibilité diminuée a I’artésunate (retour de zones d’Asie du Sud-Est) (17).

B) En chimioprophylaxie

D’aprés la Haute Autorité de Santé (HAS) son emploi est indiqué dans la prévention
anti-palustre du voyageur dans les zones d’endémie avec description de résistance (Amérique
du Sud, Afrique centrale et de I’Est, Asie du Sud-Est, zones forestieres de la Thailande,
frontaliéres du Cambodge, du Myanmar et du Laos) et/ou de contre-indication ou d’intolérance

a la méfloquine.

La posologie de la prophylaxie antipaludique recommandée prend en compte 2 catégories de

patients :

- Chez I’adulte : 100 mg/j a commencer 2 jours avant le départ et a poursuivre 4 semaines
apres le retour.
- Chez ’enfant agé de plus de 8 ans : 2.2mg/kg jusqu'a 100 mg aux mémes schémas de

prise que pour l'adulte (poids < 40 kg : 50 mg/j poids > 40 kg : 100 mg/j)

L’emploi d’une molécule en chimioprophylaxie est conditionné par certaines propriétés.
Notamment les molécules a longue demi-vie sont privilégiées. De plus, il est démontré que
I’observance thérapeutique est facilitée par des prises médicamenteuses espacées. Trois études
randomisées, en double aveugle et contrélées par placebo ont montré que chez des patients
semi-immuns, 100 mg de doxycycline par jour engendraient une efficacité protectrice de 84 %
(46) (47) (48). Une autre étude randomisée, en double aveugle, contrélée par placebo a montré
une efficacité protectrice de 99 % de la doxycycline a 100 mg par jour contre P. falciparum
chez 67 soldats indonésiens non immunisés (49).

La demi-vie de la doxycycline étant courte, une prise strictement quotidienne au méme
moment de la journée est indispensable. Selon les derniéres recommandations de la SPILF, la
bonne tolérance de la doxycycline fait d’elle une bonne candidate en chimioprophylaxie malgré
une prise journaliere stricte. De plus, elle ne posséde pas de limitation dans sa durée d’utilisation

et convient donc bien aux séjours de longue durée a I’étranger.
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Dans certains pays, 1’économie et les facilités d’acceés aux traitements anti-palustres
constituent un véritable enjeu de santé publique d’avenir. La doxycycline possede également
I’avantage d'étre peu onéreuse : 11$ en moyenne pour un séjour de 14 jours contre 84.64$ pour
la méfloquine et 113.39$ pour I’atovaquone/proguanil (35) (50). Sur des usages au long cours

telle que la chimioprophylaxie, le prix d’un traitement est un paramétre d’autant plus important.

Des cas d’échecs ont été décrits dans I’indication prophylactique a certaines occasions,
mais par la suite ils ont été imputés a des probléemes d’observance. Tan et al. avaient déecrit
l'apparition d’acceés a P. falciparum sous chimioprophylaxie. Apres investigation, cet échec été
imputé a une prise post retour de seulement 3 jours, ce qui a conduit a une révision du schéma
prophylactique avec la poursuite des prises 4 semaines apreés retour de voyage (35). Trois essais
randomisés ont confirmé 1’efficacité de ce schéma prophylactique par doxycycline avec une

efficacité entre 92% et 96% contre P. falciparum (35).

L’observance a la doxycycline est plus difficile qu’avec d’autres molécules, en raison
de sa fréquence de prise, qui doit étre quotidienne alors que d’autres molécules peuvent étre
prises sur un rythme hebdomadaire. Ainsi chez les personnes dont 1’observance n’est pas
imposée l'efficacité descend a 89% tandis que chez des personnes comme les militaires par

exemple dont la prise est imposée, I'efficacité rapportée est de 96 a 99% (51).

C) Résistances décrites

Une seule étude fait état d’une baisse de la sensibilité a la doxycycline de Plasmodium
falciparum par des tests in vitro : cette baisse de la sensibilité a été mise en relation avec des
polymorphismes de séquences au niveau des genes pfmdt et pftetQ. Toutefois, cette résistance
n’a pas été démontrée in vivo. Jusqu’a aujourd'hui aucune résistance stable n’a été décrite
cliniguement. Néanmoins ces données sont a prendre en considération : Plasmodium
falciparum a le potentiel de développer des mécanismes de résistance envers les cyclines. En
effet, la doxycycline est une molécule qui a été peu employée jusqu’a present dans les pays
d’endémie palustre. Elle pourrait bénéficier d’un phénomeéne d'épargne. On peut imaginer
qu’un accroissement de 1’'usage de la doxycycline pourrait étre suivi d’un développement rapide
de résistances comme cela a été le cas historiquement pour plusieurs molécules anti palustres
(52).

A T’inverse, 1'usage de la doxycycline pourrait prendre de I’importance si le
développement de résistances venait a augmenter sur les autres molécules anti-palustres. On

peut aussi concevoir le fait que son usage pourrait permettre une épargne des molécules anti-
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palustres et donc permettre un ralentissement de 1’apparition de résistances aux autres

molécules anti-palustres.

D) Tolérance, effets indésirables, contre-indications et interactions médicamenteuses :

a) Effets indésirables

La doxycycline est relativement bien tolérée sur le long terme et sans effets indésirables
majeurs rapportés. D’aprés les données de securité du médicament, dans la littérature on

retrouve parmi les effets indésirables :

Fréquents :
- Des troubles digestifs dans 4 a 33% des cas selon la littérature comprenant

majoritairement nausées et douleurs abdominales (35). Les cesophagites et ulcérations
de l'cesophage ne sont pratiquement plus signalées depuis 1’'usage de la forme
monohydratée, moins ulcérante que I'ancienne formule mono-hyclate (53) (54) (55).

- Des signes cutanés dans 7,3 & 21,2% des cas de type d’urticaires, photosensibilisations
graves (56) (35), exfoliations, éruptions cutanées (56) et parfois de photo-onycholyses
(35) (57) (58). Néanmoins, la photosensibilisation est un effet indésirable contrélable
par 1’'usage de mesures protectrices au soleil telles que des vétements couvrants ou de
creme solaire (58). De plus, elle est dépendante du phénotype de peau et est
proportionnelle a la clarté du teint de la peau ; ainsi chez les caucasiens, d’aprés Tank
et al. jusqu’a 50% des sujets seront photo-sensibilisés (35) (59). Elle serait également
proportionnelle a la dose administrée (59). La gravité des effets indésirables cutanés est
peu importante. 1ls nécessitent rarement un besoin d’hospitalisation. Néanmoins leur
apparition et les génes occasionnées potentielles ont pour conséquence un arrét

prématuré fréquent de la chimioprophylaxie a I’initiative du patient (35).

Peu fréguents :

- Des troubles du sommeil dans 1,3 a 14% des cas (60).
- Des courbatures dans environ 10% des cas (60) (61) (62).

- Des candidoses vaginales peuvent survenir chez environ 1% des femmes (63).

Rares :
- Des cas d'hypertension intracranienne ont été répertoriés parmi des patients sans
risque cardiovasculaire ou neurologique avec la doxycycline pendant une

chimioprophylaxie du paludisme (64).
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- Une néphrotoxicité importante a ¢été rapportée avec 1’usage de méthyl furane,

conduisant & une contre-indication de leur association par précaution (56).

- De rares cas d’hépatotoxicité ont été rapportés, néanmoins il existe des facteurs

confondants avec d’autres thérapies hépatotoxiques concomitantes qui laissent planer le

doute quant a I’impact hépatotoxique de la doxycycline (65).

Finalement, les principaux facteurs limitant 1’utilisation de la doxycycline en CP sont
les troubles gastro-intestinaux et le risque de photosensibilisation. Plusieurs études
comparatives ont conclu a une meilleure tolérance générale de la doxycycline avec moins
d’effets indésirables et de moindre gravité par rapport aux autres prophylaxies anti-palustres
(66) (67)

b) Contre-indications :

La doxycycline est contre-indiquée chez la femme enceinte, en raison du risque
tératogene et chez le jeune enfant agé de moins de 8 ans pour la prophylaxie a long terme, en
raison d’effets indésirables tels que la décoloration des dents et I’hypoplasie de I’émail. Ces
contre-indications sont issues des premiéres études de la doxycycline qui étaient finalement
assez limitées et qui avaient conduit a des recommandations basées sur un principe de
précaution (65). D’aprés Gaillard et al., Todd et al. et Cross et al., les effets indésirables qui
avaient motivé les contre-indications précédentes ne seraient pas significativement plus
importants que dans une population non traitée, que ce soit pour la grossesses ou les enfants <
agés de moins de 8 ans. Ces études suggerent que les usages a court terme de la doxycycline
ne sont pas responsables de ces effets indésirables (65) (68) (69). Gaillard et al. suggerent que
I’'usage de la doxycycline dans les thérapies anti-palustres pourrait étre étendu, tout en gardant
une sécurité d’emploi durant la grossesse, a condition de I’utiliser aprés la 13°™ semaine

d’aménorrhée (65).

c) Interactions médicamenteuses :

Au sujet des modifications de métabolisme que peut entrainer la doxycycline sur les
autres médicaments, la doxycycline a montré une légére activité inhibitrice du cytochrome
P3A4 (CYP3A4). Et bien que le CYP3A4 soit un systeme largement impliqué dans le
métabolisme de nombreux médicaments, les interactions de la doxycycline sont peu décrites
(35).

Elle est capable d’augmenter les concentrations sériques de la digoxine chez certains individus
sans que les raisons en soient connues (35). Comme beaucoup d'antibiotiques, elle pourrait

potentialiser 1’effet des anti-vitamine K (55).
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Concernant son propre métabolisme pharmacocinétique, seule quelques interactions
médicamenteuses sont a noter, dont la répercussion principale se limite a une baisse des
concentrations sériques en doxycycline (35). En effet, il existe des baisses de I'absorption de la
doxycycline, qui se rencontrent notamment avec les médicaments antiacides, les laxatifs, les
sources de cations trivalents dont le fer principalement et les sources riches en calcium (35).
Egalement, les médicaments inducteurs enzymatiques au niveau hépatique conduisent a la
diminution de la demi-vie de la doxycycline. C’est le cas notamment de plusieurs
antiépileptiques dont les barbituriques, carbamazépine, phénytoine qui diminuent la demi- vie
de la doxycycline. La description de ce phénomene a conduit a la recommandation du
doublement de la posologie journaliere de doxycycline pour les patients prenant des
antiepileptiques (35) (70).

Perspective et développement :

Le développement de I'intérét pour les cyclines et en particulier de la doxycycline a
généré récemment de nouveaux dérivés de la famille des cyclines. Une amélioration de
I’activité ainsi que de la tolérance, en particulier chez la femme enceinte et 1’enfant est
recherchée. lls pourraient fournir une option thérapeutique importante a considérer dans la lutte
contre le paludisme. Mais il reste quelques étapes dans 1’amélioration de la connaissance de son
mode d’action anti-plasmodiale, afin d’élargir son rdle dans la lutte anti-plasmodiale. 11 s’agit
notamment de mieux comprendre son action rapide et tardive et les mécanismes intrinséques

de chacune de ces actions.

1.2.3 Mécanisme d’action

Ces propriétés antibactériennes ont été largement étudiées et ont permis une bonne
compréhension du mécanisme d’action de la doxycycline. Son activité antibactérienne
s’explique par le blocage de la traduction protéique des ribosomes chez les procaryotes par la
fixation d’acide ribonucleique de transfert (ARNt) sur diverses sous unités ribosomales dont la

principale est la petite sous unité 30S (71).

En revanche, son activité anti-plasmodiale est moins claire et pourrait impliquer
plusieurs mécanismes dont certains probablement proches de son activité antibactérienne.

Il est intéressant de noter que la doxycycline agit en deux temps, avec un effet toxique
immédiat et un effet toxique décalé, mesurable apres une division cellulaire. L’effet immédiat

est considéré comme non spécifique, agissant sur une ou des cibles encore imparfaitement
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élucidees. L’effet retardé lui est mieux décrit dans la littérature et incrimine 1’apicoplaste

comme cible.

Chez les eucaryotes, le mécanisme d’action apicoplastique impliquerait le blocage des
sous unités ribosomales 70S et 80S (71). La doxycycline possede une action sur ces 2 sous
unités mais son activité anti-plasmodiale serait due a son activité anti 70S (72). Ces ribosomes
sont étroitement lies a l'activité mitochondriale et apicoplastique plasmodiale.

Dahl et al. ont caractérisé le mécanisme anti-plasmodiale de la doxycycline. Pour ce
faire, des parasites préalablement synchronises ont été traités au stade trophozoite jeune par
1uM de doxycycline pendant 24h (73).

Un examen des formes parasitaires par microscopie optique et électronique a été réalisé.
Il n’a pas été visualisé de modification du cycle parasitaire lors de son ler cycle (48h), ni de
décalage de I’évolution des formes asexuées au cours du cycle parasitaire. C'est-a-dire que les
schizontes ont été capables de produire des mérozoites et d’enclencher un second cycle
parasitaire avec invasion des globules rouges (GR). Cependant, au fur et a mesure de la
progression vers le stade schizonte du 2éme cycle parasitaire, ces schizontes ont commencé a
présenter des anomalies morphologiques de plus en plus prononcées. Quarante-huit heures
aprés l'initiation du 2°™ cycle parasitaire et I’arrivée en stade schizonte, les schizontes auraient
da éclater et libérer les mérozoites définissant I’entrée dans un 3éme cycle parasitaire. Au lieu
de cela, la phase schizonte s’est poursuivie au-dela des 48h sans aboutir a un éclatement de
ceux-ci. Cette absence d’initiation de 3°™ cycle a conduit & la dégénérescence, puis a I’apoptose
d’une majorité de schizontes (73).

En paralléle, I’étude des organelles de Plasmodium falciparum soumis a la doxycycline
a 1 uM pendant 24h a été réalisée par microscopie a fluorescence grace a des marqueurs
d’activité métabolique fluorescente. Les auteurs ne retrouvent pas d’altération en fluorescence
du développement des mitochondries de Plasmodium falciparum au cours du cycle parasitaire
du trophozoite au schizonte par rapport au témoin non traité. En revanche, ils mettent en
évidence un ralentissement tardif du developpement du réseau apicoplastique sous doxycycline
a partir des schizontes jeunes du second cycle parasitaire et qui se solde par la mort du parasite

a son terme (Figure 11) (73).
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Figure 11 : Observation par microscopie a fluorescence d’organelles de P. falciparum
soumis a la doxycycline 1 uM (73)
Légende : Vert: réseau mitochondriale, Rouge : réseau apicoplastique ; Treated parasite : parasite traité,

Progeny : progéniture (parasite du 2" cycle), control : contréle, T : trophozoite, ES : schizonte jeune, LS :
schizonte agé.

Yeh et al. et Okada et al. sont venus confirmer que 1’apicoplaste est une cible importante
de la doxycycline. En effet, cet organite est impliqué dans de nombreuses voies anaboliques et
de synthése de métabolites pour la croissance du parasite. Les voies comprennent des réseaux
de biosynthése dans les acides gras de type Il, le fer-souffre, I’acide lipoique et I’héme, la
synthése de nombreuses molécules de la famille des isoprénoides. En effet, ils ont montré que
200 uM d’isopentényl pyrophosphate, un dérivé isoprénoide essentiel pour Plasmodium
falciparum de synthése apicoplastique, était capable de sauver le parasite d’une soumission a
10 uM de concentration sérique de doxycycline, prouvant une activité spécifique sur
I’apicoplaste (74) (75).

Krungkrai et al. et Goodman et al. ont défini I’activité schizonticide des cyclines comme
retardée (intervenant dans un délai >48h a I’introduction de la chimiothérapie) a la
concentration sérique de 1-3 pM. Cette activité retardée s’expliquerait par un transfert
d’apicoplaste défectueux a la descendance de la 1 génération de parasite et qui conduisent a
la mort du parasite sur son second cycle (76) (77).

D’apres Kennedy et al. lors du 1% cycle, suffisamment de dérivés isoprénoides seraient
synthétisés avant le blocage des apicoplastes, pour permettre au parasite son développement
jusqu’au schizonte. (78) En revanche, les apicoplastes défectueux des trophozoites du second
cycle sont incapables de synthétiser un nouveau stock d’isoprénoides, ce qui finirait par
conduire a un blocage de la maturation du parasite puis a sa mort (75) (78) (79).

Dans ce sens, ces auteurs ont également démontré que la doxycycline des 1uM pendant
24h est responsable d’une baisse importante de I’activité de transcription du génome

apicoplastique a partir du 2°™ cycle parasitaire seulement (78).
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D’apres Okada et al. il existe également un mécanisme d’action précoce en relation avec
I’apicoplaste et le métabolisme du fer des le 1* cycle parasitaire (<48h) a plus forte posologie
équivalente a une concentration supérieure a 10 UM de doxycycline. Ce mécanisme d’action,
toujours en lien avec 1’apicoplaste, serait distinct de celui opérant dés 1-3uM de doxycycline.
Le fer constitue un élément indispensable a la survie du parasite par son utilisation dans diverses

cascades métaboliques (75). Okada et al. avancent 2 hypothéses quant & ce mécanisme.

- La premiére est que la doxycycline possede une nature chélatrice et entraine une
séquestration directe du fer dans le parasite en s’y liant dans 1’apicoplaste, le rendant ainsi non
disponible (75).

- La seconde est que la doxycycline se lie a des cibles macromoléculaires telles que les

métalloenzymes parasitaires et ainsi bloquerait la disponibilité du fer pour le parasite. (75)

Okada et al. insistent sur le fait que ce mécanisme d’action se déroule a une
concentration sérologique supérieure a 10 UM correspondant a une administration journaliére
de 500 a 600 mg doxycycline (75).

D’aprés Yeo et al. la doxycycline serait capable de diminuer significativement la
synthése des nucléotides et des désoxynucléotides (nucleoside-5'-triphosphates (NTPs) et 2'-
deoxynucleoside- 5'-triphosphates (ANTPs)) chez P. falciparum avec pour conséquence la mort
apoptotique du parasite (80).

D’aprés Okada et al. il existerait également un mécanisme d’action immédiat de la
doxycycline a une concentration supérieure & 20uM qui ne concernerait pas 1’apicoplaste sans
en détailler le mécanisme. Néanmoins cette concentration sérique n’est pas compatible avec un

usage chez I’homme (75).

Goodman et al. rapporte qu’en microcopie optique et a fluorescence ils n’ont pas
observé de modification morphologique apparente des parasités traités par doxycycline dans
les premieres 48h a des posologies allant de 2,5 uM a 3 OuM de doxycycline (77).

La doxycycline est active sur les 3 formes parasitaires érythrocytaires du stade asexue : les
trophozoites jeunes (ou anneaux), les trophozoites agés et les schizontes (81).
Néanmoins d’aprés Dhal et al. il existe une différence d’efficacité de la doxycycline selon le

moment d’administration du traitement ainsi que de la durée de traitement (73).
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Les stades les plus sensibles a la doxycycline seraient les trophozoites agés et les
schizontes jeunes (73). On observe également qu’une incubation par doxycycline 1 UM de ces
2 stades produit une baisse de la parasitémie similaire a une incubation sur un cycle parasitaire
complet (48h). On observe comme rapportée par Okada et al. une augmentation de I’activité

antiparasitaire proportionnelle a I’augmentation de la concentration en doxycycline (75).

L’ensemble de ces résultats élargissent la compréhension des mécanismes
antiparasitaires de la doxycycline et suggérent de réétudier la doxycycline comme un

antipaludéen a action plus rapide a dosage plus €elevé (31) (65).

1.3 La microscopie électronique dans I’étude morphologique de
Plasmodium falciparum

Les molécules anti-plasmodiales possédent des mécanismes d’action complexes, parfois
encore imparfaitement élucidés. Les approches biochimiques et moléculaires de ces dernieres
années ont permis de comprendre en partie leurs mécanismes d’action d’un point de vue
théorique. La microscopie électronique a transmission constitue un formidable outil dans cet
objectif car elle permet de visualiser les modifications directes d’une chimiothérapie sur les

organelles du parasite et donc d’aider a comprendre le lieu et le mode d’action des médicaments.

1.3.1 Principes généraux de la microscopie électronigue a transmission

Dans cette partie, nous nous concentrerons sur les principes techniques et les

technologies les plus employés en microscopie électronique a transmission (MET) appliqués a

la biologie cellulaire et organique.

La MET permet une analyse morphologique, structurale et chimique d’échantillons
solides a 1’échelle atomique. A quelques différences pres, la microscopie électronique possede
un fonctionnement proche de la microscopie optique. Ces deux techniques différent
principalement par leurs source énergétique. En microscopie optique, 1’observation d’un
échantillon est réalisée par le passage de photons au travers d’un échantillon tandis qu’en
microscopie électronique elle se fait par le passage d’électrons au travers de 1’échantillon. Quel
que soit ’outil utilisé, le caractére ondulatoire de la source énergétique, que ce soient des
photons ou des ¢électrons, impose une limitation sur la taille des objets que 1’on peut observer

en microscopie.
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Selon la théorie d’Abbe, la limite de résolution d (la plus petite distance en dessous de
laquelle 2 points ne peuvent plus étre distingués) varie selon 1’indice de réfraction n, la limite
de longueur d’onde d’illumination A, et de I’angle de l'illumination de la lumiére sur
I'échantillon a.

d=—2
2n sin «

Sinus a est une valeur invariable.

Considérant cette équation, il existe uniquement deux moyens de jouer sur la résolution.
Le premier est de jouer sur n, ’indice de réfraction qui correspond a I’atténuation de la source
énergétique au travers de la matiére qu’elle traverse. En microscopie optique, le verre est le seul
matériel employé et son indice de réfraction posseéde une valeur peu modulable de 1’ordre de
1.5. En microscopie électronique, le passage de la source énergétique se fait au travers de vide
qui posseéde l’avantage d’avoir un indice de diffraction n=1 permettant une amélioration
modeste de la résolution. Jouer sur I’indice de réfraction ne permet en réalité qu’un faible gain
de résolution.

Le second moyen d’améliorer la résolution est de jouer sur A : la longueur d’onde de
la source énergeétique. L’utilisation de certaineS sources permet un gain trés important en
résolution. Il existe différentes longueurs d’ondes exploitables. La microscopie optique utilise

celles des photons lumineux, situées dans le domaine du visible entre 400 nm et 700nm.
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Figure 12 : Schéma de représentation du domaine ondulatoire des sources

électromagnétiques

D'apres la loi de Rayleigh, la résolution ne pourra étre inférieure a la moitié de la

longueur d’onde utilisée. Ainsi la résolution d’un microscope optique ne pourra dépasser 0.2

pm.
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Dans 1I’éventail des ondes électromagnétiques accessibles, les électrons possedent une
longueur d’onde 10 000 fois moins importante que celle de la lumiere photonique. Leur
utilisation permet d’obtenir une résolution 10 000 fois supérieure a celle d’un photon et
d'atteindre 1’observation de structure de ’ordre de 10 nm (nanométres). La microscopie
électronique différe principalement de la microscopie optique par 1’exploitation d’ondes
électromagnétiques générées par les électrons et des diverses adaptations matérielles

nécessaires a I’optimisation de cette source.

En MET, la résolution est optimisée par I’obtention d’électrons a la longueur d’onde la
plus importante possible. En effet la longueur d’onde d’un électron est variable et est
proportionnelle a sa tension d’accélération V.

. 1.23
A = ———nm.

En MET appliquée a la biologie cellulaire, on produit classiquement des tensions
d’accélération V de I’ordre de 100 kV a 300 kV correspondant a des électrons d’une longueur
d’onde comprise entre 33,7 102 nm et 31,97 10 nm. Elles permettent ainsi ’accés a une

résolution maximale de ’ordre de 2x 107 nm (82).

La composition matérielle d’un microscope électronique a transmission est adaptée a
cette source électromagnétique et emploie des lentilles électromagnétiques pour recondenser le
faisceau d'électrons, le tout dans une colonne de vide maintenue a 10 atm (le passage des
¢lectrons étant ralenti dans I’air en la raison de présence d’atomes), un systéme d'acquisition et
de correction des images (Figure 13), et un conditionnement particulier des échantillons tant en
préparation que coloration. Une des sources d’électrons les plus employées en MET pour la

biologie cellulaire est 1’usage d’un cristal lanthanum hexaboride LaB6.
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Figure 13 : Schéma d’un microscope électronique a transmission

De maniére synthétique, les différentes étapes pour obtenir une image en MET sont les
suivantes :

a. Préparation de 1’échantillon mince

b. Passage du faisceau d’électrons a travers la coupe de 1’échantillon

c. Coloration ou gain de contraste

d. Transmission des électrons et transformation du signal en image

a) Préparation de I’échantillon mince en vue de ’analyser en MET :

Les matiéres biologiques sont des structures déformables et fragiles. La MET soumet
de fortes contraintes a ces derniéres a cause du rayonnement intense des électrons et de la
pression créée par un environnement conditionné sous vide. Pour conserver les structures des
échantillons, ceux-ci doivent donc subir une préparation adequate. Le choix du type de
préparation dépend de la nature des échantillons et de leur taille.

Dans un premier temps, pour rendre les structures organiques résistantes et dans un état
observable proche de leur état naturel, il est nécessaire de fixer le prélevement. Cette fixation
consiste en une consolidation des différentes structures biologiques lipoprotéiques cellulaires

comprenant les membranes et le cytosquelette.

On retrouve deux procédés de fixation :
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- La fixation chimigue : la plus couramment employée est la fixation au

glutaraldéhyde, ou au tétroxyde d'osmium. Ces fixateurs permettent la consolidation des
structures lipoprotéiques cellulaires et la conservation des échantillons pendant
plusieurs semaines a 4°C en milieu liquide. Elle est suivie d’un procédé de
déshydratation par des solvants organiques de type éthanol ou acétone, afin d’éliminer
I’eau intracellulaire. L’échantillon fixé et déshydraté est ensuite inclus dans de la résine
qui est polymeérisée par chauffage. Cette polymérisation va permettre la consolidation
des structures biologiques ainsi que I’inclusion de celle-ci dans un bloc solide

compatible avec la préparation de I’échantillon en MET.

- La fixation physique par cryo-fixation : elle consiste en une congélation

ultrarapide des échantillons sur un bloc de cuivre refroidi a I’hélium ou a 1'azote liquide.
Cette congélation permet la formation de glace amorphe. Celle-ci posséde les avantages
de mieux préserver ’aspect ultra-structural des cellules a une échelle supérieure de la
fixation chimique. Elle fixe immédiatement les structures et permet 1’étude
biodynamique de comportements biologiques. En revanche, elle est beaucoup plus
lourde et difficile a mettre en place, tant sur la réalisation que sur la conservation des
échantillons (82) (83) (84). En pratique courante elle est finalement assez peu utilisée,

et ¢’est la fixation chimique qui prédomine largement.

Une fois 1’étape de consolidation des structures cellulaires effectuée, les échantillons
doivent étre rendus suffisamment minces (<100 nm) pour étre traversés par le faisceau
d'électrons. On réalise la coupe au moyen d’outils spécialisés extrémement precis appelés
ultramicrotomes, utilisant des lames en diamants pour permettre des coupes franches, lisses et
dépourvues d’imperfections. Cet amincissement est obtenu par une coupe transversale (B) au
sein d’un échantillon en 3 dimensions (3D) obtenue précédemment dans la résine (A)
(Figure 14).

= .5
o o —

\_-—-——-_

(A) Echantillon en 3 dimensions (B) Plan de coupe en 2 dimensions
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Figure 14 : Représentation d’un échantillon en perspective (A) et de sa coupe (B)

La coupe transversale permet [’observation des structures intracellulaires en 2
dimensions (2D) qui sont situées sur le plan de coupe. L’observation en MET peut s'arréter a
une observation de cette coupe en 2D. On peut aussi obtenir une reconstruction en 3D de
I’échantillon par reconstruction informatique de I’observation et assemblage des coupes 2D

successives.

La coupe est ensuite déposée sur une grille en cuivre. Elle est composee de barreaux

superposés qui délimitent des mailles supportant la coupe de 1’échantillon (Figure 15).

Grille en cuivre

Coupe échantillon

Echantillon entre

les barreaux de la
grille
“E B

Figure 15 : Représentation schématique d’une coupe d’échantillon sur une grille en cuivre

b) Passage du faisceau d’électrons a travers la coupe :

De fagon simplifiée, 1’épaisseur de 1’échantillon étant faible, on considére que
statistiquement les électrons ne traversent qu’une seule fois 1’échantillon et n'interférent qu'avec
1 seul atome a la fois. Au cours du passage dans la matiére ils subissent deux phénomeénes de
diffusions (Figure 16) (85) (86) (87) (88).
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Figure 16 : Comportement des électrons dans une colonne de MET au passage d’un
échantillon (85)

- Le premier est celui de la diffusion inélastique. L'électron incident percute un électron

de I’atome de I’échantillon, qui est dévié a petit angle. Elle conduit & un changement

de longueur d’onde de I’¢électron. Ces électrons ne sont pas exploités dans le cadre de la
MET et les signaux qui en découlent sont éliminés.

- Le second est celui de la diffusion élastique et qui est exploité dans la MET.
L’interaction Coulombienne de I’¢lectron incident avec le noyau de I’atome donne lieu

a une déviation de grand angle de 1’électron incident au passage de 1’échantillon. La
déviation est proportionnelle au numéro atomique de I’atome.

L’obtention d’une image est ensuite réalisée par la visualisation de différences de contrastes
issues de la diffusion élastique par deux phénomeénes concomitants :

- Par contraste d’amplitude : I’image est créée a travers un diaphragme objectif qui va

éliminer les electrons fortement déviés faisant apparaitre les zones en noir (absence

d’¢électron), et conserver les électrons faiblement déviés faisant apparaitre les zones en
clair (Figure 17).
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Figure 17 : Schéma de déviation des électrons dans une observation en MET (85)

- Par_contraste de phase : pour rappel, le caractére ondulatoire de 1’électron est

proportionnel a son énergie. Lors du passage de 1’¢lectron au travers de I'échantillon,
celui-ci va avoir une variation de son caractere ondulatoire et donc de son énergie, en
fonction de son interaction avec le noyau atomique rencontré. Le contraste de phase
consiste en la mesure du décalage ondulatoire des électrons qui passent au travers de la

matiere.
c) Coloration ou gain de contraste :

En MET, il est possible d’améliorer les images par un processus de coloration des
échantillons. La coloration constitue un abus de langage, il est plus approprié de parler de gain
de contraste. Comme expliqué précédemment, 1’électron émis interagit avec le noyau de
I’atome. Plus I’atome est lourd, plus les électrons sont déviés et on obtient des différences de
contraste importantes conduisant a une image plus détaillée.

Les échantillons biologiques sont majoritairement composés d’atomes légers C, H, O et
N qui conduisent a de faibles déviations et donc a de faibles différences de contrastes. On
cherche a augmenter ce contraste par 1’ajout de sels de métaux lourds, a numéro atomique éleve,
permettant d’observer des différences de déviation plus importantes.

Parmi les plus employés on retrouve 1’acétate d’uranyle, le mobdylate, le
phosphotungstate et le citrate de plomb (85). Ils vont venir imprégner les différentes structures
cellulaires et y augmenter I’intensit¢é des contrastes. Ils sont ajoutés sur les coupes

d’échantillons par des bains successifs dans des solutions contenant ces produits contrastants.
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d) Transmission des électrons et transformation du signal en image :

Les électrons représentent une certaine masse d'énergie, leur énergie varie également en
fonction de leur phase ondulatoire. Cette énergie est le produit du contraste d’amplitude et du
contraste de phase (li¢ a la A de I’¢lectron).

Cette ¢énergie arrive sur des millions de capteurs d’énergies qu’on peut représenter
comme des pixels. L’énergie est captée sous forme d’un signal directement proportionnel a
cette énergie et analysée par la transformation de Fourier.

Les zones denses en matiéres vont fortement dévier les électrons et donc on aura une
absence de signal qui peut étre défini comme zone noire sur 1’image, tandis que les zones peu
denses vont faiblement dévier les électrons et on aura une concentration forte d’¢électrons non
diffus qui peut se définir comme une zone blanche sur 1’image. On obtient des nuances de
contraste, liées aux différentes densités des zones traversees, allant du noir au blanc passant par

le gris (Figure 18).

Cellule blanche
de forte énergie

Cellule grise de
moyenne énergie ===
énergie

Cellule noire
absence d’énergie

M' Electrons de forte énergie Electrons de faible énergie

Figure 18 : Representation de la formation d’image en MET

Il existe deux procédés pour la transformation de I’énergie en signal puis en image :

- Obtention d’une image analogique : un écran phosphorescent placé directement sous la

colonne est visible par 1’opérateur au travers d’un écran en verre plombé. Il renvoie le
signal lumineux par phosphorescence vers 1’opérateur sous forme de signal jaune vert.
L’intensité de phosphorescence est proportionnelle a I’énergie qui arrive sur la cellule
qui est renvoyée vers 1’opérateur. Plus une cellule regoit d'énergie, plus elle renvoie de

la lumiére vers 1’opérateur qui la pergoit comme vert sur fond noir. A l'inverse, une
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absence d’énergie sera per¢cue comme noire. Cette image permet une observation rapide

de I’échantillon, sans pouvoir toutefois en sauvegarder les données.

- Obtention d’une image numérique : il existe plusieurs technologies de formation

d’image numérique. On emploie le plus souvent une caméra CCD (Charge Coupled
Devices) placée dans 1’alignement de la colonne. Elle est composée de millions de
capteurs d’énergie sous une forme assimilable a des pixels en nids d’abeilles. Elle
permet une mesure de I’énergie individuellement par pixels, avec une sensibilité de
I’ordre de 5 a 182 électrons par pixels (89). On emploie couramment des caméras CCD
allant jusqu'a 4K (définition supérieure a 3840 pixels de large), soit au minimum une
résolution de 3840 x 2160 pixels. (90). En comparaison a 1’image analogique, le temps

d’acquisition est plus long mais I’image peut étre sauvegardée et exploitée par la suite.

1.3.2 Observation de Plasmodium falciparum en MET et description de
son ultrastructure

Il'y a plusieurs décennies, la MET a permis ’analyse de 1’ultrastructure cellulaire de
nombreux pathogenes. Puis elle a été supplantée par I’engouement pour I’analyse génétique des

microorganismes avant de connaitre un regain d'intérét cette derniere décennie.

Plus précisément, concernant le parasite Plasmodium sp, la description ultra structurale
a permis de comprendre la proximité phylogénétique entre les plasmodies et d’autres
protozoaires comme les piroplasmes ou le toxoplasme, tous possédant des complexes apicaux
impliqués dans I’invasion cellulaire et tous faisant partie du groupe des Apicomplexa. La
visualisation de certains des éléments ultra structuraux a permis de comprendre des
observations déja faites en microscopie optique, telles que les taches de Maurer et les
particularités des différents stades morphologiques parasitaires.

Description de Dultrastructure des différents stades parasitaires de Plasmodium

falciparum en MET :

Ce travail porte sur 1’étude des modifications du parasite lors de sa phase asexuée. Nous
nous intéresserons donc seulement a la description de ces stades. En 1’absence de contraintes
par une chimiothérapie, 1’étude en MET d’un parasite aux stades physiologiques représente a
elle seule un vrai défi par sa complexité. Une connaissance ultra structurale compléte des
différents stades physiologiques du parasite est nécessaire avant d’entreprendre 1’étude ultra

structurale des modifications du parasite sous chimiothérapie.
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Les grandes lignes conductrices du développement du parasite au cours du stade asexué sont :

- Le parasite est intracellulaire et localisé dans une vacuole parasitophore, que ce soit a
I’intérieur du globule rouge ou de I’hépatocyte.

- Le parasite se développe tout au long de son cycle grace notamment a la digestion des
composants érythrocytaires dont le cytosol et I’hémoglobine.

- Le développement du parasite a I’intérieur du globule rouge induit des modifications

importantes au niveau de la structure de la membrane érythrocytaire.

- Lors de sa phase asexuée, le parasite passe par 4 stades distincts morphologiquement et

fonctionnellement : le mérozoite, le trophozoite jeune, le trophozoite &gé et le schizonte.

1.3.2.1 Le mérozoite

Le mérozoite de P. falciparum se présente sous la forme d’un citron ovoide avec une
extrémité plus prononcée qui constitue la partie apicale du parasite. Il constitue la plus petite
forme parasitaire du cycle avec une taille moyenne de 1.6 um de long sur 1 um de large. Cette
petite taille ne I'empéche pas de transporter un bagage technique complet afin de procéder a
I'échappement du systeme immunitaire, a l'invasion d’un nouveau globule rouge et a sa

maturation pour la suite du cycle parasitaire (91).
Leur observation dans un stade proche de celui qui se retrouve dans la circulation

sanguine se fait le plus souvent par leur observation au sein de schizontes mdrs, préts a éclater,

bien qu’il soit possible aussi de les isoler par des protocoles spécifiques.

Surface extracellulaire :

Le mérozoite est recouvert de nombreuses protéines de surface nommées merozoite
surface protein (MSP1) qui constituent une épaisse couche de poils broussailleux (Figure 19)

(92) (93). Ces poils servent au cours de la phase d’invasion des globules rouges (92).
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Figure 19: Images en MET d’un mérozoite de P. falciparum avec observation de

protéines MSP1 (92)
Légende : (grossissement x 47 000) ; Fléche noire : MSP1,

Le mérozoite perd ces structures particuliéres aprés invasion d’un globule rouge (91) (92) (94).

Membranes intracellulaires :

On retrouve deux membranes rattachées a la premiere membrane extracellulaire par des
ponts filamentaires transversaux. Le feuillet constitué des trois membranes est appelé pellicule

parasitaire (Figure 20) (91).

Figure 20 : Image en MET d’un mérozoite de P. falciparum avec visualisation des

membranes et des organelles (91)
Légende : la bar représente 5um ; d : granule hyperdense ; ap : protubérance apicale avec zone assombrie

correspondant a ’anneaux polaire ; r : rhoptrie ; n : noyau

Les deux membranes les plus internes font le tour complet du parasite a 1I’exception de
la protubérance apicale. Cette configuration des membranes joue un rdle important dans la
phase d’invasion (91) (95).
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Organisation apicale :

Le feuillet membranaire composé des trois sous membranes s’ouvre a la partie apicale
du parasite. On y retrouve trois anneaux polaires laissant un passage aux rhoptries vers le milieu
extracellulaire. Ces anneaux sont eux-mémes rattachés a I'extrémité apicale du parasite par un
réseau complexe de microtubules (Figure 21) (91) (95).

Mitochondrion

Microtubules

Dense granules

Nucleus

Plasma membrane Rhoptry

Pellicular cisterna

Ribosomes

oGy Today

Figure 21 : Représentation schématique d’un mérozoite avec visualisation des organelles
(91)

Légende : Plasma membrane : membrane plasmique ; Ribosomes : ribosome ; Pellicular cisterna : citerne
pelliculaire ; Rhoptry : rhoptrie ; Apical prominence : Proéminence apicale ; Polar rings : anneau polaire ;
Microneme : Micronéme ; Dense granules : granules denses ; Microtubules : microtubules ; Mitochondrion :

mitochondrie ; Plastid : apicoplaste ; Nucleus : noyaux ; Merozoite coat : manteau mérozoitaire

L’ensemble des organelles du mérozoite se concentre majoritairement vers 1’extrémité apicale
du parasite.

Les rhoptries sont au nombre de deux, en forme de poire avec la pointe dirigée vers
I’extrémité du parasite. Elles mesurent 650 nm de long pour 300 nm de large a leur base. Elles
apparaissent hyperdenses en MET. Leurs extrémités constituent un canal pour le relargage du
contenu des rhoptries. Celles- ci contiennent un mélange de diverses protéines impliquées dans
I’invasion du GR (97) (98). Les rhoptries présentent un aspect fortement réfringent en MET.
Les micronemes mesurant 120 nm x 40 nm sont regroupés autour du conduit des rhoptries et
s’ouvrent vers 'extrémité des rhoptries (91) (97).

Les micronémes et les rhoptries relarguent leur contenu lors de la phase d’invasion du
globule rouge. Ils permettent la constitution d’une fosse dans la membrane du globule rouge

pour permettre la pénétration du mérozoite. lls aident également a la formation d’une membrane
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qui contient le parasite et qui est appelée vésicule parasitophore. Celle-ci persiste durant tous

les stades parasitaires intra-érythrocytaires (91) (99) (100) 101).

On retrouve une derniére classe d’organites spécialisés qui se regroupent a la partie
apicale : les granules hyperdenses (102). Ce sont des corps arrondis de 80 nm, contenant
¢galement diverses protéines impliquées dans le processus d’invasion. Aprés la phase
d’invasion du GR, ces granules se condensent vers I’extrémité apicale, relarguant leur contenu
dans la vacuole parasitophore formée. Les protéines relarguées aideraient a la constitution d’un
réseau de transport protéique, et a la reconsolidation de la membrane du GR apres la pénétration
du parasite (91) (102). lls marquent la transition du mérozoite vers la forme anneaux ou
trophozoite jeune (91) (102).

Autres organelles :

La forme du mérozoite et des organelles est étroitement assurée par son cytosquelette
(96) A la base du mérozoite on retrouve le noyau, entourée d’une enveloppe nucléaire pourvue

de pores. La chromatine est homogéne sans nucléole discernable (Figure 20) (91).

Le mérozoite mature, possede une mitochondrie et un apicoplaste issus du
développement du réseau mitochondriale et apicoplastique du schizonte mére. En effet, ces
deux organelles ne peuvent étre synthétisées de novo a partir du génome parasitaire (103).

L’apicoplaste, un organite définissant le groupe des Apicomplexa est dérivé du
chloroplaste de plante responsable de la photosynthése, fonction perdue chez 1’apicoplaste. Les
fonctions de I’apicoplaste sont partiellement connues. Il posséde trois a quatre membranes, un
ADN double brin circulaire procaryotique codant pour son propre génome (73) (77) (104) (105)
(106). La mitochondrie et I’apicoplaste sont des produits de 1’endosymbiose. Comme la
mitochondrie, I’apicoplaste est doté de ribosomes procaryotes. Les apicoplastes assurent des
fonctions importantes de syntheses de métabolites secondaires chez Plasmodium sp dont la
synthése des protéines et des acides gras de type 11, la synthese du mévalonate, la synthése des
isoprénoides et enfin de I’héme (73) (78) (107). La biosynthése d’acide gras est une réaction
importante pour le parasite qui lui permet la croissance de ses membranes lipidiques, qui sont
indispensables pour les multiples divisions cellulaires du parasite. 1l apparait par ce mécanisme
que I’apicoplaste est un organite indispensable a la division cellulaire des Apicomplexas. Lors
du passage des trophozoites au stade schizonte, 1’activité apicoplastique augmente. Les futurs
mérozoites formés dans le schizonte développent leurs propres apicoplastes qui permettent la
poursuite du développement du mérozoite jusqu’a la maturation compléte de ce dernier avant

d’aller pouvoir infecter de nouveaux érythrocytes. Le ciblage de cet organite par certaines
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thérapies anti-plasmodiales démontre I’importance de cet organite pour la suite du

développement parasitaire.

Dans I’espace intracellulaire du mérozoite, on retrouve de trés nombreux micro-
granules hyperdenses en MET (Figure 20). 1l s’agit de ribosomes, ils sont présents en grande
quantité afin d’assurer une synthése protéique massive et rapide dés la phase d’invasion dans
le globule rouge achevée jusqu’au passage vers la forme anneau (91). En revanche, le réticulum
endoplasmique et 1’appareil de Golgi sont peu développés et visibles chez les mérozoites

matures.

A Tl'extrémité postérieure du mérozoite, on retrouve parfois une petite saillie qui

correspond a un point d’attache avec le schizonte mére (103).

1.3.2.2 Le trophozoite jeune
Apreés invasion du GR, le mérozoite s'aplatit sous forme annulaire et discoidale. On parle

alors de trophozoite jeune ou anneau (Figure 22) (91)

Rough ER  Golgi complex (?)

Exocytic vesicles

Small pigment
vacuoles

Cytostome

Plasma membrane

Nucleus

sl i i Free ribosomes
Parasitology Today

Figure 22 : Représentation schématique d’un trophozoite jeune avec visualisation des

organelles (91)

Légende : Nucleus : noyau ; Free ribosomes : ribosomes libres ; Mitochondrion : mitochondrie ; Plastid :
apicoplaste ; Exocytic vesicles : vésicules exocytiques ; Golgi complex : appareil de Golgi; Rough ER:
réticulum rugueux ; Small pigment vacuoles : petit pigment vacuolaire ; Cytostome : cytostome ; Plasma
membrane : membrane plasmique

Le parasite synthétise la vacuole parasitophore qui va contenir le parasite, cette derniere
est étroitement associée avec la membrane externe du parasite. Au cours de ce stade la taille du
parasite atteint 2-3 um de diamétre par 0.5 um de profondeur (108).
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La périphérie du cytoplasme est plus épaisse et va abriter les principaux organites dont
le noyau, la mitochondrie et 1’apicoplaste (Figure 22) (102). La partie centrale du cytoplasme
sera pauvre en organites (Figure 22 et 23) (102). La visualisation de la morphologie dite en
bague a chaton ou anneau en microscopie optique s’explique par la coloration au Giemsa du

noyau et du cytoplasme, la vacuole parasitophore restant incolore (102).

Figure 23 : Section transversale d’un trophozoite jeune en anneau en MET (102)

Légende : n: noyau ; la barre noire représente 5 um

Peu apreés I’invasion du GR par le mérozoite, celui-ci de forme ovoide va s'aplatir puis
se creuser sous forme de tasse ou de bol comme en attestent les images par tomographie (Figure
24) (103) (108). Les raisons de cette morphologie en bol ne sont pas totalement élucidées. Une
des hypothéses serait que le parasite pourrait par ce procédé accroitre sa surface, limitée a la
base par I’encombrement de 1’hémoglobine du GR. L'accroissement de sa surface pourrait
favoriser les mécanismes de pinocytose du parasite impliqué dans 1I’ingestion de I’hémoglobine

(108).
D

Figure 24 : Images de Plasmodium falciparum au stade anneau parasitaire observées et

reconstruites par tomographie (108)
Légende : noyaux colorés en doré ; anneau cytostomale en jaune ; invagination cytostomale jaune transparent;

vésicules endocytiques en orange ; barre noire d’échelle 1 |

Le noyau peut étre de forme polymorphe, adoptant des formes allant d’une saucisse

allongée a une portion d’anneau (91) (109). Prés du noyau, on voit une accumulation de
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vésicules, de réticulum endoplasmique lisse et rugueux qui suggere la présence d’un appareil
de Golgi a proximité (Figure 23) (91) (109) (103). La mitochondrie et I’apicoplaste vont
commencer a se développer mais ils restent étroitement liés a ce stade (103).

Au travers d’un organite appelé cytostome retrouvé en un seul exemplaire a ce stade, le
parasite va commencer a se nourrir a partir du contenu du GR (110). Sur la figure 25, on peut
discerner le cytostome (Ct) de Plasmodium falciparum, visualisable sous la forme d’une
invagination dans le parasite et cerné par deux parois latérales au fort contraste aux électrons
(Figure 25 sous-section B et C) (108).

On retrouve des veésicules pigmentaires appelées corps osmiophiles a proximité du
cytostome. En MET, ils présentent un aspect de petite vacuole noire trés dense aux électrons
(102).

Figure 25 : Images en MET de cytostomes et de corps osmiophiles de Plasmodium
falciparum (108) (110)

Légende : A : section longitudinale au travers d’un cytostome ; B : section longitudinale au travers d’un
cytostome avec vésicule endocytique ; C: section transversale au travers d’un cytostome ; D : section

longitudinale au travers d’un cytostome avec corps osmiophile
Ct : cytostome ; O corps osmiophile ; Barre noire d’échelle en B : 200 nm ; C :100 nm ; A, D grossissement x
50 000

Le cytostome est une structure retrouvée chez de nombreux protozoaires (111). Au stade
précoce du trophozoite, le cytostome est inactif. Puis celui-ci va commencer a former des
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veésicules endocytiques qui s’accumulent dans le parasite (108). Durant ce stade, le parasite est
dépourvu de vacuole digestive, et 1’absorption de nutriments se fait directement par
I’acidification et la digestion du contenu de ses multiples petites vésicules endocytiques (108).
Au stade tres précoce de I'anneau, le parasite commence par ingérer du cytosol de 1’érythrocyte
par le cytostome. Puis lors de la maturation, le parasite va s’attaquer a I'hémoglobine (Hb)
érythrocytaire (103) (108). La digestion de I’hémoglobine est cruciale pour le parasite. Elle
permet entre autres de fournir des acides aminés et de libérer de la place dans le globule rouge.

La digestion de I’Hb constitue toutefois un probléme pour le parasite en entrainant la
formation d’hématine toxique. Plasmodium sp est capable de neutraliser ce dérivé toxique en
la complexant sous forme de cristal insoluble appelée hémozoine (112). Au stade anneau,
I'némozoine est ainsi condensée dans plusieurs petites vésicules endocytiques sous forme de
microcristaux denses. Ils sont visualisables en MET dans les vésicules endocytiques comme

fortement réfringents (Figure 26) (113).

Figure 26 : Images en MET d’un trophozoite jeune de Plasmodium falciparum et de
cristaux d’hémozoines (113)

Légende ; N : noyaux ; FV : vésicule digestive ; H : cristaux d’hémozoines ; barre noire d’échelle figure
gauche : 200 nm, figure de droite : 100nm
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1.3.2.3 Le trophozoite mature
A ce stade, on voit apparaitre des modifications importantes aussi bien chez le parasite,

que chez le GR qui I’héberge.

A. Modification du parasite :
Pour commencer, le parasite a augment¢ en taille et son diamétre est de 1’ordre de 4 pm.
La surface et le volume du trophozoite s’agrandit avec la formation de renflements et
d’invaginations tubulaires profondes. Cette modification s’explique par le développement des

differentes structures intracellulaires (Figure 27).

Pigment vacuole

Plastid

. ' ; [ = \ Food vacuoles
4 - =\ SN )
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Surface extension

Cytostomes

Free ribosomes

Mitochondrion

Plasma membrane Exocytic vesicles

Nucleus Golgi complex Rough ER

Parasitology Today

Figure 27 : Représentation schématique d’un trophozoite avec visualisation des organelles
(91)

Légende : free ribosomes : ribosomes libres ; mitochondrion : mitochondrie ; plasma membrane : membrane
plasmique ; nucleus : noyau ; Golgi complex : complexe de Golgi ; rough ER : reticulum rugueux ; exocytic
vesicles : vésicule exocytiques ; surface invagination : invagination de surface ; food vacuole : vacuole
digestive ; pigment vacuole : vacuole pigmentaire ; plastid : apicoplaste ; surface extension : extension de

surface

La croissance du parasite est dépendante de I'absorption de nutriments issus du GR. Les
besoins croissants sont satisfaits par une multiplication des cytostomes actifs. Les différents
cytostomes continuent de produire des vesicules endocytiques qui par la suite vont transporter
leur contenu, 1’hémoglobine, vers la vacuole digestive (VD) (Figure 28) (91) (102) (108).

La VD adopte en MET un aspect intérieur plus clair que ses précurseurs. Elle est
délimitée, comme les vésicules endocytiques, par une seule membrane en une seule couche.
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Figure 28 : Image en MET d’un trophozoite mature de Plasmodium falciparum et de la

vacuole digestive (91)
Légende : n : noyaux, p : vacuole digestive, v : vésicule endocytique en formation a partir d’un cytostome :

échelle barre noire 0.5 pm

L’apparition de cette VD principale marque le passage du parasite du stade trophozoite
jeune au stade trophozoite agé. Cette fusion donne lieu au regroupement des cristaux
d’hémozoine, facilement visualisables en MET sous la forme de cristaux a fortes réfringence
(Figure 29) (91) 102) (108) (113).

Figure 29 : Images en MET d’un trophozoite mature de Plasmodium falciparum et des

cristaux d’hémozoine dans la VD (113)
Légende ; FV : vacuole digestive ; M : mitochondrie ; MC : tache de Maurer ; K : knobs ; barre d’échelle barre

noire : 200 nm

A ce stade parasitaire, on voit I’apparition d’un acidocalcisome en MET, (triangle
blanc) d’aspect blanc en MET, il mesure environ 50nm de diameétre (Figure 30) (103) (108)
(114). Cette organelle est commun au genre Apicomplexa et aux bactéries. D’aprés Lourido et
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al. son réle principal chez le parasite serait le stockage des cations. Il tient une place trés
importante dans le stockage du calcium intracellulaire et du phosphore (114) (115). D’aprés la
littérature, il est retrouve libre dans le parasite au stades trophozoite et schizonte.

Figure 30 : Images en MET d’un trophozoite mature de Plasmodium falciparum et d’un

acidocalcisome, apicoplaste et mitochondrie (102) (103) (108)

Légende : B : image de mitochondrie ; C : image d’un acidocalcisome et d’un apicoplaste ; D : reconstruction
d’un trophozoite mature par tomographie a électrons

Fléche noire apicoplaste ; fleche blanche acidocalcisome ; échelle barre noire D 500 nm ; 4 noyaux colorés en
doré, rond coloré jaune : cytostome, vésicule cytostomale coloré en jaune pale attaché au cytostome,

mitochondrie colorée en rose, acidocalcisome coloré en vert ; échelle barre noire B and C 200 nm

On retrouve une augmentation importante des réticulums endoplasmiques,
correspondant a une augmentation de la synthese protéique (91) (102) (103). A proximité du
noyau se développe le complexe de Golgi : il n’est pas strictement délimitable, et se devine par
la formation de vésicules tubulaires en grand nombre a proximité du noyau (Figure 31) (91)
(103) (116).
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Figure 31 : Image en MET d’un érythrocyte infecté par Plasmodium falciparum au stade

trophozoite mature et d’un appareil de Golgi (116)
Légende : Fleche noire : formation de vésicules et de tubules correspondants a un appareil de Golgi ; Nu :

noyaux ; P : parasite ; E : érythrocyte ; barre noire d’échelle 0.222 um

On observe un développement du réseau mitochondrial et apicoplastique toujours en
lien avec I'augmentation de 1’activité parasitaire. Il est ainsi plus facilement visualisable en
MET a ce stade qu’au stade anneau. L'observation en MET a permis de montrer que la
mitochondrie posséde deux membranes, tandis que I’apicoplaste posséde trois a quatre
membranes (Figure 30 image C) (102) (103). La mitochondrie posséde une forme rubanée en
batonnet mais son observation en MET se présente le plus souvent sous forme circulaire et

consiste en une coupe transversale du batonnet (Figure 30, image B) (103).

Il existe une relation étroite entre le développement de la mitochondrie et de
I’apicoplaste. A ce stade parasitaire, 1’allongement de la mitochondrie est suivi de prés par la
ramification de 1’apicoplaste qui croise la mitochondrie en plusieurs points. Cette relation a pu
étre objectivée par microscopie a fluorescence (73). A ce stade, la mitochondrie et I’apicoplaste

sont le plus souvent a proximité de la vacuole digestive (91).

A ce stade, on peut retrouver des corps osmiophiles décrits précédemment chez le
mérozoite. Au stade trophozoite mature ces corps osmiophiles sont retrouvés a proximité de la

vacuole digestive (102).

La transition vers la forme schizonte est marquée par la division de I’unique noyau du

trophozoite mature.
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B. Modification du globule rouge :

Lors de son cycle intra-érythrocytaire, P. falciparum génére des modifications
importantes du GR. Le parasite synthétise et exporte ses propres protéines dans le cytoplasme
érythrocytaire et au niveau du cytosquelette et de la membrane du GR (102) (103). L’expression

de protéines parasitaires sur la membrane du GR va participer a sa déformation. (103) (117)

Parmi ces protéines on retrouve les Knobs, qui consistent en des protubérances de 30 a
40 nm de hauteur pour 90 nm de diamétre (Figure 32 et 33) (102) (103). L’une des protéines
majeures constituant ces protubérances est la protéine Knobs Associated Histidine Rich Protein
(KAHRP), qui a la capacité d’interagir avec les protéines du cytosquelette du GR (102) (118).
Ces protubérances sont un réseau d’interactions entre les protéines de P. falciparum et les
protéines du cytosquelette membranaire de 1’érythrocyte. En MET, il est possible de les
visualiser dés le stade trophozoite jeune jusqu’au stade schizonte.

Chez Plasmodium falciparum les Knobs vont exporter des antigénes a la surface du GR
tels que la protéine d’adhésion Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1
(PFEMP-1), localisée au sommet des protubérances et qui joue un role dans la séquestration des
érythocytes.

La protéine PFEMP-1 joue un rdle important dans la physiopathologie du paludisme
chez P. falciparum car elle participe a la physiopathologie des formes graves. A noter que in
vitro les parasites maintenus en culture sur une longue durée peuvent présenter une perte

d’expression des protéines KAHRP et peuvent donc présenter une absence de Knobs (119).

L’export de ces protéines de la vacuole parasitophore du parasite vers la membrane de
I’érythrocyte est effectué par une machinerie complexe de transport et de tri des protéines au
sein d’une cellule qui est dépourvue de mécanismes de synthése et d’export des protéines.

L’ancrage de ces protéines a la surface se fait a partir de la membrane de la vacuole
parasitophore. Elles sont ensuite acheminées du cytoplasme a la surface de 1’érythrocyte par les
taches de Maurer ou par des vésicules denses, qui sont indispensables a la translocation des
protéines a la surface de 1’érythrocyte parasité. En MET, ces vésicules denses mesurent 100 nm
et possédent une membrane dense en électrons avec un cytosol clair (Figure 32) (103) (108).
Elles ont la faculté de rester latentes dans le cytoplasme de I'érythrocyte et de former des chaines
ou des amas. (103) (120).
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Figure 32 : Images en MET de Plasmodium falciparum au stade tfophozo'l'te avec

visualisation des Knobs et des vésicules denses (120)
Légende : barre noire d’échelle : 0.222 um ; fleche noire : formation de vésicules denses ; Nu : noyaux, P :
parasite, E : érythrocyte, RBCM : membrane érythrocytaire, K : Knobs ; PPM/PVM : vacuole parasitophore

Les taches de Maurer ont une forme d’assiette plate. En MET, elles prennent la forme
de batonnets a paroi fine et dense aux électrons et dont I’espace intérieur est clair (Figure 33 A,
B) (92) (102) (103). Elles mesurent 500 nm de diametre et 30 nm de profondeur (Figure 33, A).
On peut les observer de fagon caractéristique en groupe sous la forme de piles d’assiettes
(Figure 33, B) (92) (103) (121).

Figure 33 : Images en MET de Plasmodium falciparum avec visualisation des Knobs et des
taches de Maurer (103)

Légende : A : observation des taches de Maurer sous forme d'une lamelle simple ; B : Taches de Maurer en
pile d’assiettes

k : Knobs ; barre noire d’échelle (4-B) 200 nm

L’origine de la synthése des taches de Maurer ainsi que leur role n’est pas encore bien
compris, mais une des hypothéses serait qu’elles proviendraient de la vacuole parasitophore ou

du réseau tubulo-vésiculaire (122).
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On retrouve parfois associées aux taches de Maurer, des structures tubulo-vesiculaires
aussi appelées tether (Figure 34 images C, D, E) (103) (123). En MET, elles prennent 1’aspect
de connexions tubulaires denses en ¢électrons et d’un diamétre d'environ 30 nm. Elles permettent
I’ancrage des taches de Maurer a la membrane érythrocytaire, on peut également les retrouver

libres dans le cytoplasme de I’érythrocyte (123).

Figure 34 : Images en MET de Plasmodium falciparum et des structures taches de Maurer
et tethers (103)

Légende : Fleche noire : vésicules, ; fleches blanches : Tether ; Barre noire d’échelle = 200 nm en C et D, 100

nm

1.3.2.4 Le schizonte
Le stade schizonte est défini par la présence de plusieurs noyaux au sein du parasite et

qui fait suite a plusieurs divisions nucléaires répétitives au sein de ce dernier. La division
nucléaire chez Plasmodium sp est le fruit d’une préparation métabolique complexe et intense.
Les premiéres divisions surviennent dans un intervalle de 38 a 48h post invasion pour P.

falciparum (91).

Avec la résolution qu’offre la MET, le schizonte est défini comme le stade ou les
cellules filles ou pré-mérozoites sont différentiables et ou les structures qui leurs sont
specifiques deviennent visibles au sein du schizonte (91) (124). On distingue en MET plusieurs
sous-stades de schizontes selon le nombre de mérozoites et leur stade de maturation. Mais il
reste difficile de définir clairement le stade visualisé sur une coupe en MET, car celle-ci ne

permet pas de visualiser I’ensemble des mérozoites présents au sein du schizonte observé.
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Depuis le stade trophozoite mature, le parasite continue de grandir et doit gagner de
I’espace au sein du GR. Pour ce faire, le parasite continu d’ingérer du cytosol de I'érythrocyte,
en consommant pres de 80% de I’hémoglobine (125). En conséquence la vacuole digestive
s'agrandit et se densifie, et la proportion en hémozoine continue proportionnellement a

augmenter (125).

L'exportation des protéines parasitaires a la surface de 1I’érythrocyte se poursuit jusqu'a
la fin de vie du schizonte, ce qui entraine de ce fait une augmentation de I’expression des Knobs.
De plus, la surface de I'érythrocyte se déforme encore au fur et a mesure de la maturation du
parasite (126).

On compte en moyenne quatre divisions cellulaires du noyau pour P. falciparum,
conduisant a la formation de 16 noyaux au total. Cependant, il peut y avoir jusqu'a 20
mérozoites par schizonte chez P. falciparum en raison de divisions asynchrones
supplémentaires ou non (91) (92). Cette division est endo-mitotique comme chez la plupart des
procaryotes et ne donne pas lieu a une division cellulaire du parasite a la suite de I'obtention

des deux noyaux nucléaires (92) (103).

On commence a observer en MET les premiéres structures mérozoitaires a 1’arrivée au
stade schizonte, dés 4 noyaux. Parmi celles-ci, on observe une proéminence apicale et les

structures précurseurs des rhoptries, indispensables au futur processus d’invasion du mérozoite

libéré (Figure 35 A, B).

Figure 35 : Images en MET d’un érythrocyte infecté par Plasmodium falciparum et des

stades finaux de la schizogonie (103)

Légende : A : Schizonte & 4 noyaux immatures ; B : Schizonte a 8 noyaux immatures ; C : Schizonte
érythrocytaire a 16 noyaux immatures ; D : Schizonte éclaté a 16 noyaux matures

Fléche noire : pré-rhoptrie ; fleche blanche : invagination pré mérozoitaire de la membrane parasitophore et

proéminence apicale ; barre noire d’échelle A, B, C ,.D =1 um
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A partir de 4/8 noyaux, la membrane parasitaire commence a former des invaginations
(Figure 35, A, B). A ce stade, les noyaux et les structures immatures associées se déplacent vers
la périphérie du parasite. lls vont étre piégeés par les invaginations de la membrane de la vésicule
parasitophore.

De plus, on observe une prolifération importante du réticulum endoplasmique rugueux,
des ribosomes libres, le développement du réseau mitochondrial et de I’apicoplaste et
I’accumulation de grandes vacuoles lipidiques dans le cytoplasme du parasite (103). Les
vacuoles lipidiques serviront a la formation et a la fermeture des invaginations pour la
constitution de la membrane de chaque futur mérozoite (Figure 36) (103). En MET, elles se

présentent comme des zones blanches de faible densité en électrons (Figure 36).

Figure 36 : Image en MET d’un schizonte de Plasmodium falciparum a 8 /16 noyaux (91)
Légende : m : mérozoites en maturation ; n : noyau ; r : rhoptries ; | : vacuole lipidique ; k : knobs ; barre

d’échelle noire 0.5 um

Les structures propres au mérozoite poursuivent leur développement dans un ordre
précis. Les premieres structures a se différencier et a s'assembler sont les structures apicales.
Des le stade 4 noyaux on voit apparaitre des vésicules enrobées émanant du noyau nucléaire
(Figure 37) (98). Ces vésicules vont s’assembler pour former un unique appareil de Golgi
discoidal a proximité du noyau. De I’appareil de Golgi on voit la sécrétion de nouvelles
vésicules. Ces vésicules vont soit fusionner et donner naissance aux rhoptries, soit rester
individuelles et former des micronémes ou des granules denses (Figure 36 et 37 et 38) (98)
az27).
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Figure 37 : Image en MET d’un schizonte Plasmodium falciparum 8/16 noyaux et des

structures appareil de Golgi (91) (98)

Légende :c : vésicules enrobées ; g : appareil de Golgi ; n : noyau, r : rhoptries ; barre noire d’échelle =0,2 um

Cytostome
RBC membrane Pigment vacuole

Rough ER

Plastid

Mitochondrion

Mitotic spindle

Golgi complex Rhoptry PeraETay Ty

Figure 38 : Représentation schématique d’un schizonte 8 / 16 noyaux avec visualisation
des organelles (91)

Légende : Nucleus : noyaux ; Mitotic spindle : fuseau nucléaire ; Golgi complex : Appareil de Golgi ; Rhoptry :
Rhoptrie ; Mérozoite buds : bourgeon mérozoitaire ; Long cleft : longue fente ; Short cleft : Petite fente ; Rough
ER : Réticulum rugueux ; pigment vacuole : pigments vacuolaires ; Cytostome : Cytostome ; RBC membrane :
membrane érythrocytaire ; Knobs : Knobs ; Plastid : apicoplaste ; Mitochondrion : Mitochondrie.
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Au stade 16 noyaux, le réseau mitochondrial et apicoplastique est développé au
maximum (Figure 39, stade E). Le passage vers le stade schizonte 16 noyaux matures est
marqué par la séparation de I’appareil mitochondrio-apicoplastique juste avant que les cellules
filles ne soient définitivement individualisées (Figure 39, stade F) (128). Chaque futur
mérozoite est ainsi pourvu de son propre appareil mitochondrio-apicoplastique et de toute la

machinerie cellulaire nécessaire a I’invasion d’un nouvel érythrocyte.

Figure 39 : Schéma du développement du réseau mitochondrial et apico-plastique au

cours du développement de Plasmodium falciparum (128)

Légende : A : stade anneau ; B, stade trophozoite jeune ; C : stade trophozoite 4gé ; D : stade trophozoite
mature ; E : stade schizonte immature ; F : stade schizonte mature ; N : noyau

L’apicoplaste : représenté en rouge ; la mitochondrie : représenté en vert

Chaque mérozoite est alors bien différencié avec une membrane externe issue de la
vacuole parasitophore. L’ensemble des mérozoites est maintenu au sein de 1’érythrocyte par la
vesicule parasitophore qui joue le role de sac. Les mérozoites sont reliés au corps réesiduel de la
vacuole digestive par un anneau polaire de constriction a leur base.

Au cours de I’étape de maturation des organelles mérozoitaires, et en particulier de toute
la machinerie pour I’invasion érythrocytaire, les rhoptries vont présenter différents aspects en
MET (Figure 40). On observe la partie basale (b) d’une rhoptrie qui est dense en électron, et
une extension (d) qui correspond a la partie apicale de la rhoptrie qui est moins dense aux
électrons (Figure 40) (98).
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Figure 40 : Image en MET d’une rhoptrie en maturation de Plasmodium falciparum (98)

Légende : b partie basale ; d : extension de la rhoptrie ; barre d’échelle noire 0.1 um

Lors de cette étape de maturation, on voit également I'apparition des anneaux polaires a
la partie apicale du mérozoite en devenir (98). Enfin une fois matures, les mérozoites vont
sécréter divers enzymes par leur extrémité apicale qui vont faire éclater 1’érythrocyte. Ils sont
libérés dans la circulation sanguine de I'héte et vont pour pouvoir engendrer un nouveau cycle

parasitaire par I’invasion d’un nouveau GR (91) (98) (103).
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PARTIE 2: ETUDE de Plasmodium
falciparum en microcopie électroniqgue a
transmission soumis a la doxycycline
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2.1 Matériel et méthode

Au cours des travaux pratiques réalisés dans cette these, nous avons employé plusieurs
matériels spécifiques a la culture cellulaire et & la microscopie électronique a transmission. Les
méthodes et la liste des matériels employés sont détaillées et séparées dans les 2 parties

correspondantes.

2.1.1 Culture in vitro de Plasmodium falciparum

A) Matériels employés

% Sérum humain : produit dérivé sanguin issu de don sous convention avec 1’ établissement

francais du sang (EFS)

« Sang humain : sang de groupe A+ issu de don sous convention avec I’EFS

< Parasite : clone 3D7 de Plasmodium falciparum (don du Centre national de référence
du paludisme, unité Parasitologie et Entomologie, Institut de recherche biomédicale des
armées, IHU Méditerranée Infection)

< Milieu de lavage : milieu Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI)-1640
(Gibco, Life Technologies)

< Milieu de culture 10% sérum humain (RPS10) : milieu RPMI-1640 (Gibco, Life

Technologies) supplémenté a 10 % en sérum humain.

% D-Sorbitol : 10g de D-sorbitol poudre diluée dans 200 millilitres (mL) d’eau ultra pure
stérile et filtrée sur micropore a 0.22 um

B) Description du protocole de culture cellulaire :

La méthode de culture in vitro de Plasmodium durant sa phase sanguine a été mise au
point en 1976 par Trager et Jensen (1976) (129). Toutes les étapes de la culture jusqu'a la
fixation des parasites au glutaraldéhyde 2% se sont déroulées sous hotte chimique de type
sorbonne au laboratoire P3 module 4 NSB3, au sein des locaux de I’ITHU Méditerranée.

La souche employeée lors de ces travaux est issue de la re-viabilisation d’une souche
caractérisée et cryoconservée a -80°C au sein des locaux du CNR du Paludisme.

Cette souche 3D7 de Plasmodium falciparum a été caractérisée au niveau de sa
sensibilité aux antipaludéens in vitro par le CNR Paludisme.

Les CI50s caractéristiques de cette souche sont mentionnées dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 5 : CI50s de la souche 3D7

Molécule Moyenne +Ecart type

Année 2018 2019 2020
Chloroquine (nM) 532+ 161 | 545+130 | 402 +130
Quinine (nM) 545 + 125 | 507 58 537 £ 63

Monodéséthylamodiaquine (nM) | 146 £33 | 126 + 22 130+ 15

Luméfantrine (nM) 147+18 |124+41 |134+41
Dihydroartémisine (nM) 25+0.7 20x0.6 20+1.0

Doxycycline (uM) 106+25 [109+16 [122+24
Méfloquine (nM) 212+6.2 |229+46 |21.7+99
Pipéraquine (nM) 58.1+75 |50.5+£5.7 |50.9+8.9
Pyronaridine (nM) 169+39 |140+47 |125+£1.2
Artésunate (nM) 21+06 |14%05 20£0.2

Légende : nM : Nanomole ; uM : Micromole

Re-viabilisation de la souche 3D7 cryoconservée :

Lors de ces travaux, nous avons reviabilisé la souche 3D7 conservée a -80°C selon le protocole

suivant :

- Décongélation d’un cryotube en bain-marie a 37 °C pendant 2 min.

- Dilution en milieu salin dans 0,1 volume d’une solution de chlorure de sodium (NacCl)
12 % pendant 5 min a 25°C. Puis la solution est reprise dans 10 volumes d'une solution
de NaCl 1,6 %.

- Lavage et centrifugation avec du milieu de culture RPMI a 37°C. Répéter 3 fois.

- Le culot érythrocytaire (environ 500 uL) est mis en culture & 37°C en flasque de 20 ml

en présence de milieu de culture RPS10 (13,5 ml) et de culot de globules rouges d’un
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donneur sain de groupe A+ (1 ml) puis incubé a 37°C sous atmospheére a 5% de CO2,
10 % d’02 et 85% N2.

Culture classique

La souche 3D7 de Plasmodium falciparum est une souche reconnue et bien décrite dans

la littérature. Son cycle parasitaire dure 48h en moyenne. Le stade trophozoite jeune dure 24h,

le stade trophozoite agé dure 12h et enfin le stade schizonte occupe les 12 derniéres heures

(Figure 41).
% .’ ‘20 Xe
|. \Merozoi'te'
/'Stade

schizonte

( Stade
trophozoite
‘ Gagé ;
1
"
'

Figure 41 :

Stade

jeune ou
anneau

trophozoite

Taille : petite

Forme - annulaire, en virgule ou marginée
Chromatine : deux taches en haltéres
Ctoplasme : régulier, sans tache d*hémozoine

Taille : grande

Forme : annulaire

Chromatine : condensée et multiple en fonction du
nombre de noyaux en division

Cytoplasme : irrégulier, avec tache d’hémozoine

Taille : moyennc

Forme : annulaire

Chromatine : plus dense que TJ

Cytoplasme : irrégulicr avee tache d’hémozoine

Taille : petite
Forme : arrondie avec individualisation de 12 4 3(

mérozoites regroupés en un amas compact jusqu'
éclatement de I'hématie devenue pratiquement
invisible
Chmmamw condcnsee et multiple

licr avece tache d*hémozoine | |

Représentation du cycle parasitaire in vitro de la souche Plasmodium

falciparum 3D7 et description des différents stades parasitaires observeés

Dans un premier temps,

la parasitémie croit doucement dans une phase dite

d’adaptation. Puis la parasitémie est maintenue a une parasitémie entre 3 et 6%.

Pour ce faire, dans une flasque de 20 ml, 1.5 ml de culot érythrocytaire de la phase de

réveil sont ajoutés a 13.5 ml de milieux de culture RPS10 pour obtenir un hématocrite final de

10%.

- Toutes les 24 h, le milieu de culture est renouvelé par centrifugation du culot et re-

suspension dans du milieu de culture RPS10 neuf. Une parasitémie de suivi est effectuée

par frottis sanguin coloré au MGG 5%,
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- Achaque cycle parasitaire, soit environ tous les 48h, le nombre d’érythrocytes est ajusté
afin de pallier la lyse érythrocytaire et le vieillissement prématuré des globules rouges
sains et de favoriser les conditions de croissance.

- Si la parasitémie vient a dépasser le seuil de 6%, elle est réajustée a 2-3% par dilution
du culot globulaire total comprenant les parasites par ajout de culot globulaire
d’érythrocytes sains. Selon les besoins, une partie du culot parasitaire peut étre soustrait
lors de cette étape et mis a profit pour cultiver de nouvelles flasques et permettre
d’augmenter la quantité de matériel parasitaire disponible. Il peut aussi étre sauvegardé
par cryoconservation pour des manipulations ultérieures.

- Ces étapes sont répétées autant que nécessaire et permettent d'entretenir la culture
parasitaire.

Synchronisation :

Cette phase consiste en 1’obtention d’un cycle parasitaire synchronisé a un seul stade
parasitaire ou au moins majoritaire. On procéde a la synchronisation lors de I’obtention d’une
parasitémie supérieure a 5% et composée de stade trophozoites jeunes majoritaires (> 60% de
la parasitémie totale). Lors de la synchronisation, seules les hématies parasitées par les stades
parasitaires plus agés sont lysées, conduisant ainsi a une parasitémie quasi exclusivement

constituée de stades trophozoites jeunes.

Les étapes nécessaires a la synchronisation sont :

- Centrifugation de la culture asynchrone pendant 5 min a 2000 rotations par minute
(rpm).

- Préléevement du culot et re-suspension a raison d'un volume de culot pour 5 volumes de
solution de D-sorbitol 5%.

- Incubation pendant 5 minutes a température ambiante.

Au cours de cette phase, seuls les globules rouges non infectés et les globules rouges
infectés par les trophozoites jeunes survivent.

- Ensuite le D-sorbitol est éliminé du milieu par lavage du culot globulaire, repété deux
fois.

- Enfin le culot globulaire débarrassé du D-sorbitol est re-suspendu dans du milieu de
culture RPS10.

On obtient une parasitémie diminuée a la fin du procéde et une altération temporaire des
trophozoites survivants. La culture parasitaire désormais synchrone est remise en culture selon

le protocole standard pour obtention d’une parasitémie supérieure a 5%. Bien que synchrone,
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les parasites peuvent avoir des variations de cycles expliquées par le fait que les trophozoites
jeunes survivants sont issus d’une période du cycle qui dure 0 a 24h. 11 est possible de réaliser

une seconde synchronisation pour réduire la fenétre des stades parasitaires.

2.1.2 Traitement par doxycycline des cultures de Plasmodium falciparum
A) Matériel :

% Milieu de culture : milieu RPMI-1640 (Gibco, Life Technologies) supplémenté a 10 %
en sérum humain (EFS).

< Sérum humain : produit dérivé sanguin approvisionné par convention avec I’EFS

< Sang humain : sang de groupe A+ approvisionné par convention avec I’EFS
Parasite : souche 3D7 Plasmodium falciparum revitalisé en culture (chapitre 2.1.1). La
culture synchronisée est entretenue jusqu'a I'obtention d’une parasitémie supérieure 5%

avec majorité de stade trophozoites jeunes.

Les travaux ont débuté sur une culture avec une parasitémie a 5.6% dont 83% de forme

trophozoites jeunes, 13% de forme trophozoites agées, 4% de forme schizontes.

Remarque : les trophozoites jeunes observés correspondaient majoritairement aux formes les plus tardives

soit de la phase 12-24h du cycle, et étaient donc préts a évoluer au stade trophozoites agés.

- Centrifugation, récupération du culot érythrocytaire

- Dilution du culot initial a 5.6% de parasitémie au 9/10éme par ajout de culot
érythrocytaire de sang A+ pour ajuster la parasitémie finale a 5%.

- Dilution du culot érythrocytaire dans du milieu RPS10 pour obtention un hématocrite
a10%

< Préparation de la solution de doxycycline a 14.5 uM qui sera utilisée a la concentration
finale correspondant a la C150 de la souche 3D7 c’est a dire 11.6 pM.

- Doxycyline hyclate Sigma Aldrich® D9891 ; poudre, pureté 93,5% ; numéro CAS :

24390-14-5 ; MDL : MFCDO07357237 ; ID de substance PubChem 57654124

% Fixation chimique par solution fixatrice de glutaraldéhyde 2 %

B) Protocole de mise en culture :

> 3 plaques de culture de 24 puits sont préparées selon le protocole suivant :
e Témoin negatif (T-) : temps Oh, 12h, 24h, 36h, 48h 500 pL de suspension de la
souche 3D7 (hematocrite 10%, parasitémie 5%) + 2 ml de milieu RPS 10.
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% Echantillons traités par doxycycline (Dox), déposés en duplicate et nommés Dox 1 et
Dox 2 : temps Oh, 12h, 24h, 36h, 48h

% 500 pL suspension de la souche 3D7, (hématocrite 10%) + 2 ml d’une solution de
doxycycline a 14.5 uM pour une concentration finale a 11.6 uM Plans des plaques 24
puits : Les plaques sont incubées a 37°C sous 5% CO2, 10% 02, 85%

Plaque 1 : temps Oh Plaque 2 : temps 12h et 24 h
H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20
iz Dox 1 | Dox 2 T- |[Dox1 | Dox2
H20 H20 H20 H20 H20 H20
=0h 1 t=0h | t=0Oh t=12h | t=12h | t=12h

T- Dox 1 | Dox 2

H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20

t=24h | t=24h | t=24h

H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20

Plaque 3 : temps 36h et 48 h

H20 H20 H20 H20 H20 H20

T- Dox 1 | Dox 2

H20 H20 H20

t=36h | t=36h | t=36h

T- Dox 1 | Dox 2

H20 H20 H20

t=48h | t=48h | t=h48

H20 H20 H20 H20 H20 H20

Figure 42 : Schéma des plans de plaque de culture in vitro de Plasmodium falciparum
soumis a chimiothérapie par doxycycline 11.6 uM
> Constitution des échantillons pour la MET :
« Les échantillons sont prélevés aux temps correspondants :
e Autempst=0h:
o du téemoin (-) correspondant
o de Dox 1 t=0h et Dox 2 t=0h
e Autemps12h:
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o du téemoin (-) correspondant

o deDox 1t=12h et Dox 2 t=12h
e Autemps 24h

o du témoin (-) correspondant

o de Dox 1 et Dox 2 t=24h
e Autemps 36h

o du témoin (-) correspondant et de Dox et Dox 2 t=36h
e Autemps 48h

o du témoin (-) correspondant

o de Dox 1 t=48h et Dox 2 t=48h

Lors du préléevement de chaque échantillon, une parasitémie est effectuée par frottis sanguin
coloré au Giemsa 5%.

< Les culots érythrocytaires de chaque puits sont récupérés et centrifugés a 2000 rpm
pendant 5 min.

< Puis ils sont fixés par ajout de 1 ml d’une solution de glutaraldéhyde 2% et conservés a

4°C

2.1.3 Microscopie électronique a transmission de Plasmodium falciparum
soumis a la doxycycline

La MET nécessite une préparation des échantillons avant observation. Les échantillons
précedemment obtenus sont solidifiés, découpés en fine lamelles puis mis sur grilles

spécifiques.

2.1.3.1 Inclusion et solidification des échantillons
A) Materiel :

Tous les réactifs/liquides/solutions dans cette étape sont filtrés a 0.2 um avant usage et
les mélanges sont réalisés sous hotte chimique. Toutes les centrifugations sont effectuées a 5000

tours/min.

o Tampon cacodylate 0.4M 100 ml :

- Solution cacodylate de sodium 0,8M : pesée 17,12 g cacodylate de Na (masse molaire
(MM) =214 g/mol) dans 100 ml d’H20 ultrapure
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= le pH est ajusté avec de 1’acide chlorhydrique (HCL) 0.8N pour se situer dans
I’intervalle de pH [6.8-7.4].

- Constitution du tampon cacodylate selon ph obtenu :

Tableau 6 : Tableau de correction d’acidité du tampon cacodylate 0,4N a conserver 2 4°c

pH

6,8 7 7,2 7,4
Cacodylate de sodium 0,8
M 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml
HCI 0.8N 03mL [63mL |42mL [27mL
Eau dlStl“ée QSP 100 ML

Légende : QSP: quantité suffisante pour HCL : acide chlorhydrique; N: moles par litres; M: millimolaire
(millimoles/litre)

O

< Solution glutaraldéhyde 2% d’osmolarité 400 milliosomoles (mOsm) 20mL :

- Solution 1 de glutaraldéhyde a 25%, 4 mL + 21 mL H>O ultrapure => Solution 2
glutaraldéhyde 4%.

- Solution 2 glutaraldéhyde 4% 10 mL (200 mOsms) + Tampon cacodylate 0,4 M, 5mL
(200 mOsms) + H20 ultrapure 5 mL.

= 20 mL solution de glutaraldéhyde 2% tamponné (400 mOsms). L’osmolarité du

glutaraldéhyde doit étre proche de I’osmolarité physiologique pour globule rouges.

*

X8 Solution saccharose 0.4M, 25 mL :
- Pesée 34.23 g de saccharose (MM : 342,3 g/moles), dissolution dans 25 mL d’H20

K/

ultrapure.

R

<& Milieu de lavage post fixation : d’osmolarité = 400 mOsms. 50 mL

- Tampon cacodylate 0.4M, 12.5mL (200 mOsms) + solution saccharose 25 mL (200
mOsms) + 12.5mL d’H20 ultrapure.

<& Solution ferrocyanure de potassium 0,2M ; 10mL

- Pesée 0.66 g de ferricyanure de K (MM : 324,29 g/moles,) et dissolution dans 10 mL
d’H20 ultra stérile

<& Solution de post fixation

- 10 mL de solution de ferricyanure de K + 10 mL de solution d’Osmium OsO4 2%

o Solutions éthanol :
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- Solution 100% : Utiliser éthanol absolu pure de titre 100% 200 mL

- Solution 96%
- Solution 70%
- Solution 50%
- Solution 30%

Tableau 7 : Tableau d’obtention des différents titres d’alcool

: tableau 7
: tableau 7
: tableau 7

: tableau 7

Titre d'alcool a obtenir
30% 50% 70% 96%
Ethanol absolu 25 mL 50 mL 100 mL 100 mL
H20 distillée 60,6 mL | 53,7 mL 4,7 mL 6,5 mL
Volume finale 85,6 mL | 103,7mL | 104,7 mL | 106,5 mL
< Reésine époxy — EPON™ (812):

- Eponsolution A : mélange solution Epon11,5 mL + solution dodecyl duccinic anhydride

(DDSA) 18.5 mL, volume final = 30 mL. Agitation continue 1h avant usage

- Epon solution B : mélange solution Epon (812) 37 mL + solution methyl nadic

anhydride (MNA) 33mL, volume final =70 mL

- Solution finale Epon (A+B) 100%, 100 mL :

Faire sécher un pilulier a 1’étuve en ambiance séche a 55°C 30 min, puis le sortir

15 min avant I’expérience.

Dans le pilulier : mélanger la solution A 30 mL et la solution B 70 mL

Ajouter aprés 2 min d’agitation magnétique 170 uL de DMP30 (2,4,6-Tri-

dimethylamino methyl phenol)

Laisser agiter 1h avant usage

- Constitution des sous mélange d’Epon 75%, 50%, 25%

e Epon 25 % : Ethanol 100% 15 mL+ Epon 100% 5 mL

e Epon 50 % : Ethanol 100% 10 mL+ Epon 100% 10 mL

e Epon 75 % : Ethanol 100% 5mL + Epon 100% 15 mL

B) Protocole :
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Fixation :

La fixation est réalisée immédiatement aprés prélévement de 1’échantillon a chaque
temps dédié. Le culot cellulaire contenant les GR parasités (environ500 pL) est remis
en suspension dans 1mL de glutaraldéhyde 2% et est conservé a 4°C a l'abri de la
lumiére.

Lavage :

Centrifugation

Elimination de la phase non érythrocytaire

3 phases successives de lavage a 1’aide du milieu de lavage post fixation 10 min /
centrifugation 10 min

Post Fixation :

Reprendre le culot aprés centrifugation et le mettre en suspension dans 1mL de solution
post fixation a I'abri de la lumiére pendant 1h.

Lavage a I’H20 ultrapure :

Apres centrifugation, faire 3 étapes successives de reprise de culot dans un bain d’H20

ultra pure 1 mL pendant 10 min/centrifugation.

Déshydratation :

Aprés centrifugation, faire 3 étapes successives de reprise de culot dans une solution 1
mL de titre croissant en éthanol, 30% 10 min, 50% 3 min, 70% 3 min, 96% 10 min,
100% 10min puis 100% 30 min.

Substitution :

Apres centrifugation, faire 3 étapes successives de reprise de culot dans solution une
solution éthanol/EPON 1 mL de titre croissant en EPON (25% > 50%>75%) 15 min et
centrifugation 10 min.

Imprégnation : les tubes doivent restés ouverts durant cette étape pour permettre

[’évaporation des solvants.

Reprendre le culot aprés centrifugation 10 min et le mettre en suspension dans 1 mL
d’EPON 100% 1h.

Reprendre le culot aprés centrifugation 10 min et le mettre en suspension dans 1 mL
d’EPON 100% 1h.

Polymérisation : les tubes doivent rester ouverts durant cette étape pour permettre

[’évaporation des solvants.
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Reprendre le culot aprés centrifugation 10 min et le mettre en suspension dans 350 pl
d’EPON 100% 1h.

Mettre a chauffer a 60°C a I’étuve en condition séche, 24h.

2.1.3.2 Coupe et observation au microscopie électronique a transmission
A) Matériel :

% Ultramicrotome UC7 Leica®

+« Couteaux diamant :
-TYPE CD Cryo ultramicrotomie séche (cryo Ultramicrotomy dry) 50nm-1pum -200°C,

-TYPE CW Cryo ultramicrotomie humide (cryo Ultramicrotomy wet) 50nm-1um-
200°C

% Grilles HR25 300 Mesh Copper/Rhodium (TAAB, Royaume-Uni)

«+ Produits contrastants de coupe :

- Solution méthanol : titre 50%, 25%

- Solution acétate urany 5%l :
Dissoudre 0.5 g d’acétate d’uranyl dans 10 mL de solution méthanol 50%.

- Solution citrate de plomb :
Préparer 3 mL solution A de citrate de sodium 1M et 2 mL de solution B nitrate de
plomb 1M.
Préparer 10 mL de solution de soude C 1M (0.4g de NaOH pastille dans 10 mL eau).
Mélanger les solutions A et B avec 16 mL H2O ultrapure.

Ajouter 4mL de solution C au mélange A+B, conservation & 4°C.

¢+ Microscopie électronique a transmission :

- MET Tecnai G20 F20 Thermo-Fischer/FEI® fonctionnant a la tension de 200 keV et
équipé d'une caméra Eagle de 4096 x 4096 pixels de résolution (FEI). L ensemble des
images a été réalisé sur le site de I’'THU Marseille et sur la plateforme PICsL de Luminy

Marseille (Nicolas Brouilly).

B) Protocole :

% Réalisation des coupes :

o,

- Démouler les culots durcis en resines
- Dégrossir a I’aide de la pointe diamant sur ultramicrotome Leica UC7

- Reéaliser des coupes de 70 nm par pointe diamant
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Récupérer les coupes et les déposer chacune sur une grille HR25 300 Mesh

Copper/Rhodium

Contraste des coupes :

Acétate d'uranyle 5% :

Déposer sur les grilles avec les coupes, 25 pL d’acétate d’uranyl, et laisser reposer
pendant 15 min dans 1’obscurité totale.

Rincer 20 fois les grilles successivement dans les solutions suivantes :

1 — méthanol 50%

2 — méthanol 50%

3 - méthanol 25%

4 - Hy0O distillée filtrée

Faire sécher les grilles

Citrate de plomb :

Déposer sur les grilles 25 pL de solution de citrate de plomb, et laisser au contact 1
min dans une boite de pétri hermétique.

Rincer 20 fois successivement dans 3 solutions d’ H20 pure.

Faire sécher les grilles a I’air libre.

Observation en MET :

Observation des coupes des échantillons sur MET Tecnai G2 (Thermo-Fischer/FEI)
soumis & tension 200 keV.

Réalisation de 90 images sur les parasités traités et 49 sur les non traités a t=0h,
temps=12h nous avons réalisé 115 clichés sur les parasités traités, et au temps=48h,
63 clichés sur des parasités traités, et 92 sur des parasites non traités. Les images
numériques ont été produites sur caméra CCD a une échelle de grossissement de

0.500um et 1um pour les échantillons correspondants aux temps Oh, 12h et 48h.
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2.2 Résultats

2.2.1 Effets sur la parasitémie

Au cours de ces travaux, la parasitémie a été suivie par microscopie optique et les

parasites ont été classes selon leurs stades de développement en 3 groupes : trophozoites jeunes,

trophozoites agés et schizontes. Le développement du parasite a été évalue par microscopie

optique et les données sont présentées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Description des parasitémies de Plasmodium falciparum traités et non traités

par doxycycline 11.6uM

Temps culture ... | Parasitémie totale / Parasul emie par stad(?. parasnal_r 2
(heure) Groupe traite GR sains (%) Trophozoites T[ophozones Schizontes
jeunes (TJ) ageés (TA) (S)
t-1, parasitémie avant dilution 5,6% 83% 13% 4%
Dox 1 5,1% 81% 12% 7%
t=0h Dox 2 5,1% 81% 12% 7%
témoin (-) 5% 83% 12.5% 4,5%
Dox 1 5% 38% 54% 8%
t=12h Dox 2 4,8% 40% 52% 8%
témoin (-) 5,2% 43% 47% 10%
Dox 1 5% 15% 22% 63%
t=24h Dox 2 5% 23% 15% 62%
témoin (-) 5,2% 23% 15% 61%
Dox 1 5,1% 17% 17% 67%
t=36h Dox 2 5,2% 18% 13% 69%
témoin (-) 6,9% 54% 15% 31%
Dox 1 3,7% 22% 0% 78%
t=48h Dox 2 4% 20% 0% 80%
témoin (-) 7,6% 61% 15% 24%

Groupe Témoin (-) :

e Dans le groupe témoin a t=0h, la parasitémie était de 5%, et était représentée a 83% par des

trophozoites jeunes, 12,5% de trophozoites agés et 4,5% de schizontes.

e Aprés 12h, la parasitémie est resté a 5,2%. On observe la maturation des formes parasitaires,

avec une baisse des formes trophozoites jeunes qui ne représentent plus que 43% de la

parasitémie a ce temps. Dans le méme temps, les trophozoites agés sont devenus la forme

majoritaire avec 47% de la parasitémie totale. Les schizontes représentent 10% de la

parasitémie a ce stade.
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e A 24h, la parasitémie totale n’a pas évolué et représente toujours 5,2% des hématies totales. On

observe une baisse des formes trophozoites jeunes et agés qui ne représentent plus que 23% et
15% respectivement. A ce temps, les schizontes sont majoritaires, représentant 61% de la

parasitémie totale.

A 36h, la parasittmie augmente a 6,9%. L’augmentation de la parasitémic traduit de
I’éclatement des formes schizontes conduisant a leur baisse dans le compte de la parasitémie
totale. A ce temps ils ne représentent plus que 31% des formes parasitaires. Elle est aussi le
reflet de la multiplication des trophozoites jeunes ayant réussi a infecter un nouvel érythrocyte.
Au temps t=36h, ils représentent 54% de la parasitémie et ils sont la cause de 1’augmentation

de la parasitémie.

A 48h, la parasitémie a continué a croitre jusqu’a 7,6%. Quelques schizontes légérement
asynchrones ont fini leur évolution et ont libéré de nouveaux trophozoites. On retrouve toujours
des schizontes a 24% de la parasitémie totale dans notre culture. Le pourcentage de trophozoites
jeunes a continué a progresser, et ils représentent désormais 61% de la parasitémie totale. Le
nombre de trophozoites agés ne semble pas subir de variation importante et leur nombre stagne

a 15% de la parasitémie totale.

Echantillons traités par la doxycycline (Dox 1, Dox2):

Au temps t=0h, les duplicatas Dox 1 et Dox 2 affichent une parasitémie initiale de 5,1% proche
du groupe contrdle, témoignant d’une bonne répartition des culots parasitaires. Les différents
stades parasitaires pour Dox1 et Dox 2 sont a des seuils proches. Les formes trophozoites
jeunes représentent 81% de la parasitémie, les trophozoites agés 12%, et les schizontes 7%.

A 12h, la parasitémie reste stable de I’ordre de 5% pour Dox 1 et de 4,8% pour Dox2.
L’évolution des stades parasitaires semble progresser a la méme allure que pour le groupe
témoin. On retrouve ainsi pour Dox 1 et Dox 2 respectivement 38% et 40% de formes

trophozoites jeunes, 54% et 52% de formes trophozoites agés, 8% et 8% de schizontes.

e A 24h, la parasitémie n’a pas progressé et est de 5% pour Dox 1 et Dox 2 et est similaire au

contrble, de méme que la progression des stades parasitaires du parasite. Ainsi on retrouve pour
Dox 1 et Dox 2 respectivement 15% et 23% de formes trophozoites jeunes, 22% et 15% de
formes trophozoites agés, et 63% et 62% de formes schizontes.
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e Deés 36h, on observe un ralentissement de maturation des parasites traités par rapport au
contréle. Elle se traduit chez Dox 1 et Dox 2 par une stagnation dans le cycle parasitaire a la
forme schizonte, qui représente respectivement 67% et 69% de la parasitémie contre 31% pour
le contrble. En paralléle & cette stagnation, on retrouve une parasitémie de 5,1% et 5,2% pour
Dox 1 et Dox 2 respectivement, proche de celle retrouvée au temps t=24h. Contrairement au
groupe témoin, il ne semble pas y avoir eu d’éclatement massif des schizontes qui aurait conduit
a augmentation de la parasitémie. Le pourcentage de formes trophozoites jeunes n’a pas
progressé et ils représentent 17% de la parasitémie pour Dox 1 et 18% pour Dox 2, tandis que
le contréle affiche désormais 54% de trophozoites jeunes a ce temps. Les formes trophozoites
agées représentent elles, 17% et 13% de la parasitémie totale pour Dox 1 et Dox 2

respectivement.

e A 48h, on observe toujours un blocage quantitatif de maturation des schizontes chez les
parasites traités, avec un retard de 24h par rapport au contrdle. En conséquence, on voit une
accumulation des formes schizontes qui s’élévent a 78% et 80% des formes parasitaires pour

Dox 1 et Dox 2 respectivement.

Il semblerait que, malgré tout, une petite fraction de schizontes parvient a éclater,
puisque le pourcentage de formes jeunes pour Dox 1 et Dox 2 a légérement progressé depuis
t=36h, avec 22% et 20% de trophozoites jeunes pour Dox 1 et Dox2 a t=48h versus 17% et 18%
pour Dox 1 et Dox 2 respectivement a t=36h.

Malgré la stagnation du pourcentage de schizontes et la Iégere progression des formes
trophozoites jeunes, la parasitémie de 3,7% pour Dox 1 et 4% pour Dox 2 est en diminution &
t=48h par rapport a t=36h parasitémie=5,1% pour les parasités traités, mais aussi par rapport au
contrdle & 7,6%. A la vue de nos données, cette diminution semble étre due a la variation du
pourcentage de formes trophozoites agés. En effet, on observe une absence de formes

trophozoites agés qui sont a 0% pour Dox 1 et Dox 2.

Bien qu’il soit difficile d’objectiver des modifications morphologiques fines en
microscopie optique, les schizontes traités a 1’observation directe par coloration MGG des
temps t=36h et t=48h semblaient plus dysmorphiques par rapport aux parasites non traitées
(Figure 43).
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Controle (-) 48h

Figure 43 : Schizontes de Plasmodium falciparum colorés par MGG et observés en

microscopie optique.

A noter que les duplicatas Dox 1 et Dox 2 ont présenté aux différents temps des
parasitémies équivalentes et une distribution similaire des stades parasitaires, témoignant d’une

bonne reproductibilité de ces expériences.

2.2.2 Modifications morphologigues de la chimiothérapie sur
Pultrastructure parasitaire en microscopie électronigue a transmission

Afin d’identifier les changements ultra structuraux associés au traitement par la
doxycycline, une série d’observations en MET a été réalisée aux temps t=0h, t=12h et t=48h
sur les parasites traités et non traités.

Description morphologique ultra structurale de Plasmodium falciparum in vitro :

Dans un premier temps, nous allons décrire les observations de I’évolution des stades
parasitaires en MET chez les parasites non traités du groupe contréle. Ces premieres
observations nous ont permis d’identifier les différents stades parasitaires et organelles du
parasite pour pouvoir par la suite, mieux appréhender les modifications observées chez les
parasites traités. Au cours de nos travaux, nous avons ainsi pu visualiser les différents stades

du parasite.
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Comme décrit d’aprés Bannister et al., le trophozoite jeune posseéde une forme
annulaire, avec un espace vide en son centre (91). La coupe passant par le noyau permet de
visualiser ce dernier en 2 points sur ’image. On observe également quelques vésicules

endocytiques (Figure 44).

Figure 44 : Image en MET d’un trophozoite jeune de Plasmodium falciparum issue du
témoin (-) a t=48h

Légende : N : noyau ; VE : vésicules endocytiques

Au fur et a mesure que le parasite a progressé dans son cycle pour arriver au stade
trophozoite mature, la forme du parasite prend une forme sphérique associée a un accroissement
de sa taille. Les vésicules endocytiques avaient tendance a se grouper, et une partie des
trophozoites agés possédaient une vacuole digestive principale. La vacuole digestive unique
apparaissait vers le stade trophozoite 4gé et augmentait de taille au cours de la progression vers
le stade schizonte. Que ce soit dans les vésicules endocytiques ou dans la vacuole digestive, les
premiers cristaux d’hémozoines sont visualisables. 11 a été parfois possible de repérer
I’apicoplaste grace a la spécificité de sa structure membraneuse composée de triple/quadruple

membranes (Figure 45).
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Figure 45 : Image en MET d’un trophozoite 4gé de Plasmodium falciparum issue du
témoin (-) & t=48h
Légende : N : noyau ; VD : vésicule digestive principale ; +# cristal hémozoine ; Ap : apicoplaste

Lors du processus de maturation finale des trophozoites qui conduit aux schizontes,
nous avons pu visualiser la maturation du stade schizonte passant par plusieurs sous étapes.
Lors du passage du trophozoite agé vers le schizonte jeune, nous avons pu visualiser la
multiplication des noyaux (Figure 46 A). Les noyaux commencent alors a s’organiser autour de
la vacuole digestive principale (Figure 46 A). On observe aussi une multiplication des
mitochondries, qui correspond au développement du réseau mitochondriale et apicoplastique
(Figure 46 A).

Puis lors de la maturation du schizonte, nous visualisons le début de formation des
premiers mérozoites par la visualisation des structures apparentes aux rhoptries et par le
développement d’invaginations (Iv) de membrane autour du mérozoite composé d’un noyau,
d’une mitochondrie et d’une rhoptrie en cours de maturation. Les premiers mérozoites matures
restent ensuite latents, le temps que les derniers merozoites arrivent a maturation (Figure 46 B).
Enfin, nous avons visualisé un schizonte éclaté, dont la vésicule parasitophore s’est rompue.
Au sein des restes de cette derniere, on peut voir plusieurs mérozoites complets encore liés a la

vésicule digestive (Figure 46 C).
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Figure 46 : Images A, B, C en MET de schizontes de Plasmodium falciparum issues du
témoin (-) & t=48h

Légende : A : Schizonte jeune avec visualisation des noyaux et de mitochondries, B : Schizonte avec mérozoites

en formation et visualisation des rhoptries, C : Schizonte mature en cours d’éclatement
N : noyau ; M : mitochondrie ; R : rhoptrie ; VD : vésicule digestive principale ; Iv : invagination ; MC : tache
de Maurer ; VP : vacuole parasitophore

Au cours de la réalisation des clichés du témoin (-), plusieurs organelles ont pu aussi
étre identifiés sur plusieurs coupes a différents stades, dont les mitochondries (avec leurs crétes
spécifiques), 1’apicoplaste (caractérisé par ses triples membranes en MET), 1’acidocalcisome,
les taches de Maurer, les corps de Golgi, le noyau, les cytostomes, les cristaux d’hémozoine
(Figure 45) (Figure 46) (Figure 47).
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Figure 47 : Images A, B, C en MET de de Plasmodium falciparum issues du témoin (-) a
t=48h
Légende : A : Trophozoite &gé et cytostome actif ; B : Trophozoite jeune et cytostome actif ; C : Schizonte jeune

avec présence d’acidocalcisome et réseau vésiculaire correspondant a un appareil de Golgi

Ct : Cytostome, G : Réseau vésiculaire correspondant a un appareil de Golgi ; Ac : Acidocalcisome

Dans un second temps, nous allons décrire les observations de I’évolution des stades
parasitaires en MET chez les parasites traités par la doxycycline. Dans les érythrocytes infectés
et traités par doxycycline, un certain nombre de changements morphologiques ont été notés par

rapport au groupe controle.

Néanmoins au temps t=0h et t=12h, nous n’avons pas observé de changements
significatifs entre le groupe contr6le et les parasites traités.
Ce n’est qu’a partir du temps t=48h, que des changements morphologiques ont été observés et
essentiellement au niveau des schizontes. Pour rappel, a 48h, la culture in vitro de P. falciparum

traité par doxycycline montrait une large supériorité en nombre de schizontes.

Au temps t=48h, certains schizontes observés ont développé une partie des structures propres a
ce stade telles que les rhoptries (Figure 48 A). En revanche la majorité des schizontes traités
semblent montrer un retard de maturation important de plus de 12h objectivé par un retard de
maturation des rhoptries (Figure 48 B), et jusqu’a une absence de formation de rhoptries
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matures (Figure 48 C). Il était aussi possible d’observer une absence de segmentation

mérozoitaire qui aurait d( faire son apparition depuis plus de 12h (Figure 48C).

e Autempst =48h, nous avons observé que certains schizontes traités possédent plusieurs petites

vesicules endocytiques ou vacuoles digestives au lieu d’une unique VD chez les parasites non

traités (Figure 48).

Figure 48 : Images A, B, C en MET de schizontes de Plasmodium falciparum a t=48h

traités par doxycycline 11.6 uM avec plusieurs vacuoles digestives
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Légende : A : Schizonte avec rhoptrie mature et en cours de différenciation ; B : Schizonte avec retard de
maturation des rhoptries et des invaginations mérozoitaire ; C : Schizonte avec absence de rhoptries et retard

de segmentation

+ : cristal hémozoine ; VE : vésicule endocytique ; Rm : rhoptrie mature ; R : rhoptrie

Nous avons observe que ces multiples véesicules/vacuoles digestives contenaient de nombreux
cristaux d’hémozoines. La présence de ces cristaux indique que ces veésicules/vacuoles
digestives restent actives dans le processus de digestion de I’hémoglobine malgré I’absence de
maturation definitive en une unique VD. Nous pouvons émettre deux hypotheses. Les
nombreuses vésicules endocytiques, semblent ne pas avoir fusionnées en une unique vésicule
digestive comme elles auraient di au cours de la progression du cycle du parasite normal,
notamment lors de son arrivé au stade schizonte (Figure 48 A, B, C). La seconde hypothése sur
leur origine serait que la VD principale se serait fragmentée en multiples petites VD apres sa

formation.

De plus, nous avons observeé a 48h que les érythrocytes infectés et traités possédaient dans leurs
cytoplasmes un nombre plus important de structures membraneuses que les érythrocytes
parasités non traités au méme temps. Bien que de telles structures aient été parfois visualisées
dans le groupe contréle, nous observons un plus grand nombre de ses structures membraneuses,
ainsi qu’une taille plus importante par rapport au contréle. Cette structure semble étre composée
d’une membrane monocouche, et qui a tendance a se sphériser. Lors de nos observations elles
possédaient des tailles assez hétérogenes allant de 0,1 um a 1 um de diametre (Figure 49 A, B,
C) (Figure 50).
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Figure 49 : Images en MET de schizontes de Plasmodium falciparum a t=48h traités par

doxycycline 11.6uM : mise en évidence des structures membraneuses monocouches dans
le cytoplasme de I’érythrocyte infecté
Légende : $ : structures membraneuses

Parfois dans le cytoplasme des érythrocytes traités, nous avons observé des sous-
ensembles de structure membranaire sphérisés au sein méme de ces structures membranaires
monocouches. En I’état actuel de I’avancée de ce travail, I’origine de ces structures demeure

incertaine (Figure 50).
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Figure 50 : Image en MET de schizonte de Plasmodium falciparum a t=48h traité par

doxycycline 11.6 uM avec nombreuses structures membraneuses

Légende : $ : structure membraneuse

Nous n’avons pas observé les protéines membranaires Knobs chez les parasites traités et non
traités quel que soit le temps d’incubation. Leur absence peut s’expliquer par le fait que la

souche 3D7 de P. falciparum employée ne les exprimait plus au moment de nos travaux.

Enfin, il a été observé chez les parasites traités, une accumulation de structures non identifiables
constituées de petites vesicules peu denses et de la présence occasionnelle d’acidocalcisomes
dans la vésicule digestive du parasite (Figure 51). Cette accumulation n’est pas observée dans

le groupe contrdle négatif.
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Figure 51 : Image MET de schizontes traités par doxycycline 11.6 uM a t=48h de
Plasmodium falciparum avec anomalie de la vacuole digestive

Légende : VD : vacuole digestive, A : acidocalcisome, * : accumulation vésicules, structures anormales, ¥ :

cristal hémozoine
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L’identification des mitochondries et des apicoplastes est difficile. Nous ne disposons
pas de suffisamment d’images avec une identification certaine de ces organelles pour mettre en

évidence des changements significatifs de ces organites entre les parasites traités et non traités

au temps t=0h, t=12h, t=48h (Figure 52).

Figure 52 : Schizonte jeune de Plasmodium falciparum traité par doxycycline 11,6 uM a

t=0h observé en MET : visualisation d’une mitochondrie
Légende : VD : vacuole digestive, A : acidocalcisome, $ structures membraneuses extracellulaire, + : cristal hémozoine, M : mitochondrie,

Ct : cytostome, MC : Tache de Maurer, N noyaux
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2.3 Discussion

L’étude des données récentes de littérature sur I’action de la doxycycline sur
Plasmodium falciparum va dans le sens d’une action multi-cibles. Les approches utilisées lors
de ces études ont pu désigner certaines cibles tels que la mitochondrie, 1’apicoplaste, la vacuole
digestive. Les effets de la chimiothérapie sur ces organelles d’intérét sont potentiellement

visualisables en MET.

L’action de la doxycycline est soumise a des variations d’intensité selon la posologie a
laquelle elle est employée. L’activité schizonticide retardée de la doxycycline a 1-3uM
constitue un frein a son utilisation dans le traitement précoce des accés palustre. Okada et al.
ont montré dans leur approche par microcopie a fluorescence que 10 uM de doxycycline ciblait
une nouvelle cible apicoplastique chez le parasite, et que ce mécanisme était responsable d’une
action schizonticide rapide de premier cycle. Le gain d’activité de la doxycycline a cette
posologie constitue une perspective de développement des indications de la doxycycline, mais

les mécanismes de cette activité nécessitent des investigations supplémentaires (75).

Ce travail a étudié les modifications précoces ultra structurales des organelles de

Plasmodium falciparum liées au traitement par doxycycline a la posologie de 11.6 uM.

Anomalie de premier cycle :

La principale conclusion de nos travaux est que la doxycycline 11.6 uM semble
provoquer un retard de 12 h a 24h dans le processus de maturation des schizontes du parasite
dés le 1° cycle parasitaire. Goodman et al. n’avaient pas visualisé de modification de
morphologie du parasite sous doxycycline au cours de son 1*" cycle. Cependant, les auteurs se
sont appuyés sur des observations par microcopie optique et microscopie a fluorescence (77).

L’approche en MET permet d’observer des changements morphologiques non
réalisables par microscopie optique ou a fluorescence. Nous avons ainsi pu constater certaines
altérations morphologiques du parasité traité des le 1°' cycle parasitaire. Et nous avons corrélé
le retard de maturation a certaines des anomalies morphologiques et fonctionnelles des

organelles du parasite traité.

Dans leurs travaux de biologie moléculaire, Dahl et al. ont montré une activité retardée
de la doxycycline 1 uM liée a la perturbation des fonctions de synthese de 1’apicoplaste
(73).Yeh et al. ont ensuite étudié ce mécanisme. lls ont défini I’apicoplaste comme la cible

principale de la doxycycline par la perturbation de sa fonction dans la synthése des précurseurs
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isoprénoides : en effet, I’ajout d’isoprénoides permet au parasite de survivre au traitement par
la doxycycline 1 uM par (74). Okada et al. ont montré que la doxycycline pouvait avoir une
action dés le 1 cycle a des posologie supérieure a 10uM par le sauvetage du parasite avec
I’apport de fer exogene. lls ont couplé cette étude a une observation par microscopie en
fluorescence, et ils ont montré que ce phénomene était lié a un second mécanisme d’action de

la doxycycline sur I’apicoplaste (75).

Bien que D’apicoplaste semble étre une cible importante de la doxycycline, notre
approche par observation direct en MET de ’apicoplaste ne nous a pas permis d’observer

d’altération direct de cet organite sur les 48h de traitement a la doxycycline 11.6 pM.

Divo et al. avait suggéré que la mitochondrie pouvait étre une cible potentielle de la
doxycycline par la constatation de la perturbation de la chaine respiratoire chez les parasites
traités (72). Lin et al., ont montreé par biologie moléculaire que les cyclines étaient responsables
d’une baisse d’activité de la transcription des génes et de la synthése mitochondriale. Alors que
la mitochondrie apparait comme une cible potentielle des cyclines selon Lin et al. et Divo et al.,
il ne nous a pas été possible d’objectiver de changement en MET sur la mitochondrie au cours

de nos observations.

Alors que 1’apicoplaste et la mitochondrie semblent étre les cibles les mieux
caractérisées dans la littérature, nous n’avons pas pu mettre en évidence d’altération ultra
structurale direct de ces 2 organelles. L’apicoplaste et la mitochondrie sont de petites
organelles, et nos plans de coupes ne nous ont pas permis d’observer un suffisamment grand
nombre d’entre eux, ni de les identifier assez clairement pour y objectiver des changements. Il
faudrait peut-étre continuer a produire des images supplémentaires pour pouvoir obtenir
suffisamment de données et procéder a la constatation de modifications et d’altérations ultra
structurales.

Cependant, la morphologie ultra structurale de ces organelles est basée sur des processus
dynamiques et des interactions biologiques complexes, et il est probable que la visualisation de
ces interactions ne soit pas possible par une approche d’observation en MET. En revanche, la
visualisation d’anomalies ultra structurales d’autres organites bien qu’elles puissent étre le
reflet d’'un mécanisme d’action direct de la doxycycline sur ces derniers pourrait aussi étre le
produit indirect de I’altération de ’apicoplaste ou de la mitochondrie par la doxycycline a

11.6pM.
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Sur les coupes des parasites traites nous avons observé une augmentation de nombre et
de taille de structures membraneuses dans le cytoplasme des érythrocytes infectés. Nous relions
potentiellement leur présence a la perturbation du réseau apicoplastique des schizontes traités
des le 1° cycle parasitaire. En effet, I’apicoplaste est impliqué dans de nombreuses voies
métaboliques dont celle des acides gras composant les différentes membranes du parasite.
Celui-ci relarguerait une partie des acides gras non métabolisés dans 1’érythrocyte, qui par
accumulation finiraient par former des structures membraneuses (Figure 44 et 45).

Une seconde hypothése, serait que I’origine de ces membranes serait peut-étre liée a un
défaut d’ingestion de ces veésicules par le parasite. Cette hypothése se base sur le fait que le
contenu de ces vésicules en cours d’ingestion dans le parasite est de méme densité électronique
que lorsqu’on retrouve cette structure libre dans le cytosol de 1’érythrocyte (Figure 44). Ces

travaux ne permettent pas a ce stade de definir leur nature ni leur origine.

Au cours de nos travaux nous avons observé qu’une majorité des schizontes traités au
temps=48h, présentaient une absence de vacuole digestive principale. Cette derniére prend
normalement une place importante dans le parasite a son apparition au stade schizonte. La
fonction principale décrite de la vacuole digestive est d’assurer la nutrition du parasite, mais
elle posséde aussi d’autres fonctions, notamment dans 1’organisation structurale du parasite.

Son absence conduit & plusieurs répercussions pour le parasite (91) (92).

Dans leur travail, Kennedy et al. ont observé une absence de VD principale chez les
schizontes et trophozoites agés a la concentration sérique de 50uM d’indolmycine (famille des
cyclines) a partir du 2" cycle parasitaire et qu’en remplacement de cette derniére, le parasite

présentait de nombreuses petites vésicules digestives. (Figure 53) (78).
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Untreated + Indoimycin

Figure 53 : Images en MET de la fragmentation de la vacuole digestive de Plasmodium

falciparum soumis a 50uM d’indolmycine (78).

Légende : Barre noire = 3um; Untreated : parasité non traités; + Indolmycine : Parasité traité par
Indolmycine

N : noyaux ; CI : invagination cytostomales ; DV : vacuole digestive

Sachanonta et al. rapportent également une fragmentation de la vacuole digestive chez
P. falciparum sous artésunate. Néanmoins, son observation concerne le stade trophozoite jeune
dans ces travaux, chez qui il peut étre normal de ne pas voir de vésicule digestive unique (113).

Les observations issues de nos travaux en MET utilisant la doxycycline rejoignent celles
de Kennedy et al. en la différence que nous avons pu observer ces modifications sur les
schizontes et trophozoites agés dés le 1°" cycle du parasite soumis a 11.6uM de doxycycline
(78).

Une de nos hypothéses est que I’absence de vacuole digestive principale entraine un
retard de croissance des parasites par une nutrition insuffisante.

Néanmoins, avant I’apparition d’une vacuole digestive principale chez le schizonte, les
fonctions nutritives sont assurées par la digestion des vésicules endocytiques chez le
trophozoite. Nous avons observe au cours de nos travaux en MET que les schizontes traités
possédaient plusieurs petites vésicules digestives.

Cette organisation pourrait étre le résultat de la fragmentation de la vacuole digestive
principale, ou d’une absence de fusion des vésicules endocytiques en vacuole digestive
principale. Ces derniéres semblent en partie fonctionnelles dans leurs fonctions nutritives

puisqu’elles ont été capables de digérer au moins une partie I’hémoglobine et de la détoxifier
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en hémozoine comme en atteste les nombreux cristaux d’hémozoines visualisés chez les

parasites traités.

Lors du suivi de la parasitémie par microscopie optique, nous avons observe un retard
de croissance du parasite dés le 1*" cycle. Ce retard de croissance s’est manifesté principalement
sur les schizontes a partir de t=36h et c’est poursuivi a t=48h avec une accumulation de
schizontes représentant en moyenne 78% de la parasitémie totale. En paralléle du retard des
schizontes, nous avons observé un ralentissement dans la progression du 2" cycle du parasite
et qui se manifestait par un retard de croissance des trophozoites jeunes vers la forme
trophozoite age qui représentait 0% de la parasitémie a t=48h.

Nous pouvons relier cette observation a 1’absence de vacuole digestive principale
observée en MET. Ainsi le retard de croissance des schizontes pourrait s’expliquer par une
nutrition insuffisante des schizontes par les vésicules endocytiques pour assurer la croissance
du parasite a son rythme normal dut a I’absence de vacuole digestive principale.

Nos observations se terminant a 48h, nous ne pouvons pas conclure quant au fait que le
blocage de I’apparition d’une vacuole digestive se poursuive au-dela, ni si les petites vésicules

digestives seules permettraient aux schizontes d’arriver a maturité.

La vacuole digestive, en plus de sa fonction digestive posséde d’aprés Langreth et al. et
Bannister et al. un réle important dans 1’organisation morphologique du schizonte (91) (92).
D’aprés leurs travaux, en temps normal, les mérozoites s’ organisent autour de la VD et y restent
étroitement joints jusqu’a 1’éclatement du schizonte mdr.

Lors de nos observations, une majorité des schizontes semblaient en retard sur la genése
des structures propres aux futures mérozoites tels que les pré-rhoptries, et les invaginations
membraneuses.

Nous émettons 1I’hypothése qu’en I’absence de vacuole digestive, le parasite accuse un
retard dans la production et I’organisation des futures mérozoites. Néanmoins ce mecanisme
pourrait étre surmontable par le parasite puisqu’une partie des schizontes traités par 11.6puM de
doxycycline ont réussi a produire des mérozoites bien cloisonnés a t=48h, et une autre partie

ont réussi a entrer dans un 2" cycle parasitaire.

Nous avons pu également observer a t=48h des anomalies morphologiques de la vacuole
digestive sur certains schizontes qui semblaient présenter une accumulation anormale de petites

vésicules denses et d’acidocalcisomes (Figure 46).

Chez les parasités non traités ces vésicules sont retrouvées dans le cytosol du parasite.
Cette accumulation pourrait traduire un défaut de transport de ces derniéres en dehors de la VD.
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Cette hypothése est renforcée par la présence d’acidocalcisome dans la VD alors que
normalement, il est retrouvé dans le cytosol du parasite.

Nous rapportons & notre connaissance pour la premiére fois, une perturbation de son
expression chez un parasité traité par doxycycline 11.6uM. D’aprés Lourido et al.,
I’acidocalcisome est un organite important pour le parasite pour sa participation dans la gestion
du calcium et du phosphore (114) (115).

Les genomes des apicomplexes contiennent de nombreux genes codant pour des
protéines de liaison dépendantes du calcium dont notamment toute la famille des kinases. Ces
études ont révélé un réle du calcium dans la motilité du parasite, la sécrétion de micronemes,
I'invasion et la sortie des cellules hotes et la différenciation des parasites (114) (115).

D’aprés Lourido et al., le calcium est en grande partie stocké chez Plasmodium dans
les compartiments acides du parasite. Ces derniers comprennent 1’acidocalcisome ainsi que la
vacuole digestive. Nous rapportons au cours de nos travaux, une altération de ces 2 organites.

La doxycycline posséde une action chélatrice des cations et en particulier du calcium.
D’aprés Brion et al., I’action chélatrice de la doxycycline est majorée par un pH acide, son
activité chélatrice serait d’autant plus importante dans ces organites (130).

Néanmoins Okada et al. avait étudié dans son travail si ’apport de divers ions dont celui
de calcium exogéne était capable de sauver le parasite de 10 uM de doxycycline. Celui-ci avait
conclu que ’apport de calcium ne permettait pas de sauver le parasite. Cette approche reste
discutable, car celui-ci n’a pas étudié si cette supplémentation en calcium était assimilé par le
parasite.

Nous émettons 1’hypothése que la doxycycline a la posologie de 11.6 UM pourrait
intervenir sur I’acidocalcisome et la vacuole digestive par la perturbation de la gestion de la
chaine du calcium et de toutes les réactions secondaires qui en dépendent. Ce mécanisme

pourrait expliquer 1’action multi cibles de la doxycycline.

Anomalie de second cycle :

La seconde conclusion de nos travaux est que les parasités traités ayant réussi a produire
un 2" cycle parasitaire n’ont pas réussi & poursuivre leurs maturations jusqu’au stade
trophozoite ageé.

Nous corrélons cette absence de stade trophozoite a4gé a la baisse de la parasitémie a
t=48h, comme un effet parasiticide retardée de la doxycycline sur le stade trophozoite agé a
partir du second cycle parasitaire.

Ces résultats sont en accord avec les observations de Krungkrai et al. et Goodman et al.

qui avaient clairement décrit I’effet retard parasiticide a partir du second cycle de la doxycycline
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sur ce stade parasitaire(75) (76) (77) (78). D’aprés les auteurs, cet effet est directement d0 aux

répercussions de la doxycycline sur I’apicoplaste des 1-3uM de doxycycline.

Perspectives :

Lors de nos travaux nous avons pu observer I’effet retard de la doxycycline sur le 2"
cycle parasitaire. Pour rappel ce mécanisme intervient sur l’apicoplaste a partir d’une
concentration en doxycycline supérieure & 1uM. Plusieurs trophozoites de 2" cycle ont pu étre
observés en MET a I’issue de ce travail mais malheureusement, nous n’avons pu mettre en
évidence de changements ultra structuraux associés a cet effet au cours de nos travaux.

Il serait intéressant d’observer les modifications de la vacuole digestive, de
I’acidocalcisome, ainsi que des structures membraneuses extracellulaires sur un 2™ cycle par
MET.
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CONCLUSION

Face & la montée de la résistance de Plasmodium falciparum aux divers antipaludiques,

le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques constitue un enjeu de santé publique
mondiale important et pressant. Dans le développement de nouvelles stratégies, la doxycycline
reconnue jusqu’ici pour son action retardée ne pouvait prétendre a une place de choix dans ces
derniéres. Les données récentes de la littérature et nos travaux en microscopie €électronique a
transmission montrent que cette derniére possede en plus de son action retardée, une action
immediate sur le parasite. Les mécanismes d’action de la doxycycline comprennent un défaut
de second cycle retardé déja décrit des 1-3 uM de doxycycline dans la littérature et qui reflete

I'inhibition de I'apicoplaste.

L’approche par MET dans nos travaux nous a permis de rapporter pour la premiére fois
des altération morphologiques de plusieurs organites du parasite des le 1°' cycle parasitaire pour
des concentrations de 11.6 uM de doxycycline. Les altérations touchant la vacuole digestive
ainsi que I’acidocalcisome pourraient étre communes et issues de la perturbation de la voie du
calcium. L’atteinte de ces organites pourrait définir de nouveaux mécanismes d’action de la
doxycycline. Néanmoins, notre approche par MET ne nous permet pas d’associer les différentes
altérations d’organelles observées entre elles a des mécanismes d’action précis. Nos résultats
ouvrent des voies nouvelles vers I’étude du mécanisme de ’altération de ces organites par

d’autres approches scientifiques complémentaires.

Néanmoins, une telle concentration de doxycycline extrapolée a une posologie
supérieure a celle actuellement recommandée chez I”’homme ne nous permet pas de prétendre a
un usage sOr en thérapie humaine. Les études pharmacocinétiques des usages courant de la
doxycycline indiquent qu’une dose de 100-200 mg de doxycycline atteint des concentrations
sériques humaines maximales de 6-8 UM au cours des six premiéres heures, qui diminuent
ensuite a 1-2 UM en 24 heures. Des doses de 500 a 600 mg chez I'hnomme permettent d'atteindre
des concentrations sériques de doxycycline supérieures a 5 UM pendant 24 a 48 heures avec
peu ou pas daugmentation des effets indésirable. L’emploi de posologies encore plus
importantes conduisant a une concentration sérique de 8-10 uM de doxycycline devrait faire

I’objet d’étude sur la tolérance et 1’efficacité du traitement sur le parasite in vivo et in vitro.

Ces résultats suggerent de repenser la doxycycline comme un antipaludéen a action plus
rapide, multi cibles, a dosage plus élevé supérieure a 10 uM et dont les multiples mécanismes

d’action pourraient limiter 1’apparition de résistance des parasites.
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Résumeé de la these

La doxycycline est un antibiotique de la famille des cyclines, et est active sur Plasmodium falciparum, agent du
paludisme. Ses mécanismes d’actions sont imparfaitement élucidés, limitant son usage en traitement curatif des
acces palustres.

A la posologie standard de 1 pM, elle posséde une action schizonticide puissante a partir du second cycle
parasitaire. Des études récentes ont démontré que cette activité a 1uM passait par le blocage de I’apicoplaste chez
le parasite ainsi que la mitochondrie.

D’autres travaux ont montré que la doxycycline a 10 uM aurait une action dés le premier cycle. Cette
activité impliquerait également I’apicoplaste mais par un autre mécanisme d’action. Cet effet précoce pourrait
permettre d’¢élargir les indications anti-palustres de la doxycycline.

Ce travail a étudié les modifications précoces de premier cycle de Plasmodium falciparum soumis a 10 uM de
doxycycline en exploitant la microscopie électronique a transmission. Cette approche nous a permis de caractériser
des modifications ultra structurales du parasite et de ces organelles. Parmi nos observations, nous avons constaté
un retard de croissance important au cours du premier cycle du parasite corrélé a des anomalies morphologiques
ultra structurales du stade schizonte. Nous avons retrouvé une absence de vacuole digestive du parasite, la
séquestration de petites vésicules et d’acidocalcisome dans la vésicule digestive, ainsi que la multiplication de
structures membraneuses extra parasitaires dans les hématies parasitées.

Ces résultats suggerent de repenser la doxycycline comme un antipaludéen a action rapide, multi cibles a
concentration supérieure & 10 uM.

MOT-CLES :
Paludisme, Plasmodium falciparum, microscopie électronique a transmission, modifications ultra structurales,

10uM de doxycycline, effet précoce, apicoplaste, acidocalcisome, vacuole digestive, mitochondrie, structure
membraneuse extra-parasitaires.
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