harmoniser avec un modéle du genre de la « fermeture
éclair. » D’autre part, 'extension de la région de jonc-
tion et l'intimité des interactions membranaires exi-
gerait, dans un modéle 4 la Davies ef al., une grande
densité de récepteurs et une grande affinité d'interac-
tion, difficile & harmoniser avec la préservation évolu-
tive de la sensibilité & 'infection sur un large spectre
d’espéces assez éloignées.

La continuation des recherches s’impose donc
pour éclaircir la nature du processus de reconnais-
sance. Une alternative, qui 4 notre avis peut rendre
compte des contradictions soulevées, c'est la partici-
pation d’un médiateur dans le processus de reconnais-
sance et de fixation. De nombreuses protéines sériques
sont capables de se fixer sur. certaines populations
cellulaires. Si les parasites intracellulaires capables
d’induire l'endocytose sont sélectionnés pour inter-
agir avec des protéines capables elles d’'interagir avec
des populations cellulaires précises, ils développent
ainsi des enveloppes « souscries » 4 I'avance. Les possi-
bilités de souplesse pour avoir la spécificité requise
dans P'inter-action parasite-globules rouges sont dans
ce cas élargies.

' Nous travaillons actuellement sur cette hypo-
thése. Des travaux en cours nous ont permis de con-
Airmer V'existence, dans la fraction macromoléculaire

" du sérum, de facteurs {5) qui favorisent I'invasion de

globules rouges humains en culture par les mérozoites

de P. falciparum (22).
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Comportement de Plasmodium falciparum in vitro

J. LE BRAS
M. PAYET

Institut de Médecine et d'Epidémiologie Africaines, hépital Claude-Bernard, 75019 Paris

Quatre ans aprés le premier établissement en cul-
ture continue du cycle endoérythrocytaire de P. fal-
ciparm par 'équipe de William Trager, les perspec-
tives offertes par ce nouveau modéle d'étude du pre-
mier agent infectieux mondial apparaissent riches de
promesses.

116 Cal. O.R.S.T.0.MM.,
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Aprés une bréve revue des conditions de cette

_culture, nous envisagerons quelques-une des applica-

tions pratiques les plus immédiates de cette nouvelle
technique.

Trois facteurs ont une importance primordiale
dans le maintien en culture i vitro de P. falciparum.
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Ces facteurs sont le milieu de culture, les hématies
infestables et I’atmosphére de croissance.

Le milieu de culture le plus fréquemment utilisé
est le milieu RPMI 1640. Ce milieu synthétique ren-
ferme 21 acides aminés, 11 vitamines ou cofacteurs
vitaminiques, 5 anions et 4 cations essentiels ainsi que
2 g/1 de glucose. Cette formule relativement simple ne
suffit pas aux besoins de I'hématie et du Plasmodium
in vilro et il est nécessaire d’y ajouter au moins 5 %,
de sérum humain.

Cette addition de sérum humain est un obstacle,
non seulement 4 la compréhension des besoins du
couple érythrocyte-Plasmodium, mais aussi. 3 la pro-
duction en abondance du matériel parasitaire néces-
saire aux purifications d’antigénes ou de fractions cel-
lulaires pour les études immunologiques ou biochi-
miques. Actuellement, seul le sérum de lapin ou plus
imparfaitement le sérum de cheval peuvent remplacer
le sérum humain. Dans notre expérience, le sérum de
lapin est apparu équivalent au sérum humain dans la
culture de plusieurs lignées de P. falciparum. La
nature du ou des facteurs dont la présence (ou I'ab-

_sence) est nécessaire & la culture reste 4 déterminer. Il

peut s’agir d'un métabolite indispensable au plasmo-
- dium, mais peut-&tre d’un élément maintenant Vinté-
grité fonctionnelle de I'hématie humaine % vitro.

H faut, en effet garder en mémoire qu'a la diffé-
rence d’antres cultures de protozoaires, le maintien
in wvitro du cycle asexué de Plasmodium consiste &
" cultiver des hématies humaines en présence de leur
parasite spécifique.

Si on-utilise le milieu NCTC 135, on apporte en
plus du milieu précédent, les précurseurs des acides
nucléiques, et plusieurs acides aminés et cofacteurs
vitaminiques. Il suffit alors d’ajouter une faible quan-
tité de sérum i ce milieu (0,5 %) pour maintenir la
schizogonie #n wvitro. On peut espérer la prochaine
adaptation de souches 4 des milieux entiérement syn-
thétiques, ce qui devrait permettre d’élucider plus
aisément le métabolisme intraérythrocytaire de Plas-
modium falciparum.

Le second facteur essentiel aprés le mileu est
donc 'hématie. C’est en grande partie 4 ce niveau que
réside la spécificité hote-parasite, une des plus étroites
qui soit dans le monde parasitaire.

Considérons séparément la membrane et le stroma
érythrocytaire. Le contenu de I'hématie importe peu
au Plasmodium, pourvu qu’il subvienne a ses besoins
en acides aminés. Pour cela, il dégrade I'hémoglobine S
aussi bien que I'hémoglobine A. Ainsi quz d’autres
auteurs, nous avons maintenu une souche de P. falci-
parum dans des hématies de drépanocytaires pendant
plusieurs semaines. Tout au plus peut-on évoquer,
pour appuyer l'hypothése de la sélection de la tare

‘Cah. O.RS.T.0.)M., sér. Lnt. méd. et Parasitol., vol. NVIII, no 2.4198()

donc indispensables &

drépanocytaire par le paludisme, une destruction
prématurée des schizontes intradrépanocytaires. La
diminution de pH consécutive au développement du
parasite accélérerait la falciformation et ainsi son éli-
mination. Si ce phénoméne limite les effets graves
consécutifs & une schizogonie rapide, il est difficilement
décelable au niveaun de I'individu, et la sélection de la
tare n’a pu s’effectuer que trés lentement.

En ce qui concerne la réelle preference du para—
site pour les hématies fcetales, la jeunesse membra-
naire en est certainement plus la cause que la richesse
du contenu en hémoglobine F.

La membrane érythrocytaire est par contre essen-
tielle & la pénétration et au développement du Plasmo-
dium et elle est le centre d’intérét de nombreux tra-
vaux sur le cycle intra-érythrocytaire. Le mode de
pénétration du mérozoite est maintenant structura- .
lement élucidé, entre autres grice aux remarquables
observations ultrastructurales d’Aikawa. Deux fac-
teurs restent cependant 4 définir, c’est d'une part la
nature et le niveau de spécificité du récepteur sur
lequel adhére le glycocalyx épaissi de la partie apicale
du mérozoite et d’autre part la nature d’une éventuelle
substance produite au niveau du.conoide plasmodial
susceptible d’entrainer les modifications membranaires

_érythrocytaires 4 origine de I’endocytose du parasite.

Certaines structures membranaires associées an
facteur Duffy semblent indispensables i la pénétra-
tion de P. wivax ou de P. knowlesi dans I'hématie
humaine. D’autre part, le traitement par des pro-
téases réduit notablement l'infestation des hématies
humaines par P. falciparum (trypsine mais non chy-
motrypsine) ou de singe rhésus par P. knowlesi (chy-
motrypsine mais non trypsine).

Des protéines ou glycoprotéines structurales
externes 4 la membrane érythrocytaire semblent
la pénétration du mérozoite.
En outre, ces structures pourraient n’étre présentes
que sur certains types érythrocytaires pour une méme
espéce.

Les composants membranaires de I'hématie
impliqués dans la pénétration de P. falciparum ne
semblent pas étre les déterminants ou structures asso-
ciés a un des groupes érvthrocytaires humains connus.
En effet, des hématies ne possédant aucun de ces déter-
minants sont parfaitement susceptibles d’étre infes-
tées in vitro.

Aprés la pénétration du mérozoite, la membrane
érythrocytaire garde un role essentiel dans la consti-
tution de la vacuole parasitophore. Cette derniére est
délimitée par la membrane plasmodiale et celle issue
de l'invagination membranaire de I'hématie, toutes’

-deux étant fortement remaniées et leurs composants

mélés comme 1'a montré Susan Langreth.
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La premiére conséquence est qu'une membrane

érythrocytaire incompléte (déficitaire en glucose 6
phosphatedéshydrogénase par exemple) géne le méta-
bolisme du parasite qui emprunte probablement a
I'hématie des systémes enzymatiques qu’il ne pos-
séde pas.

- La membrane externe de I'hématie parasitée est
elle aussi modifiée lors du développement parasitaire.
L’excroissance de microsphérules et de prolongements
myéliniques, si elle est plus fréquente chez les hématies
parasitées, n'est pas un phénoméne spécifique et sur-
vient naturellement i vitro et 2 vivo en dehors de
toute infestation. Par contre, des glycoprotéines et des
protéines transmembranaires disparaissent et d’autres,
synthétisées par le Plasmodium, sont ajoutées i la
membrane.

Certaines d’entres elles sont groupées pour former
des protubérances (knobs) & la surface de I'hématie.
Ces protubérances représentent I'essentiel de Il'anti-
génicité parasitaire présente & la surface de 'hématie
hoéte. Elles sont le site prﬁférentiel de la fixation des
anticorps qui capteront 4 leur tour le complément
sans permettre la cytalyse, mais cette opsonisation
favorisera leur phagocytose 42 vivo. I'n vitro, 'ensemble
de cette séquence a pu étre reproduite pour P. falci-
parwm. 11 faut cependant noter qu'a long terme, cer-
* taines souches perdent, en culture, cette capacité natu-
relle & former des protrusions antigéniques & la surface
de I'hématie hote.

11 est possible que de tels remanjements membra-

naires pmssent entrainer la reconnaissance non-soi de -

la membrane érythrocytaire, phénoméne qui viendrait
alors s’ajouter au recrutement de cellules K dans la
genése de I'érvthrophagocvtose et de I'hémolyse ané-
miantes qui s’observent fréquemment 4 la suite d’accés
a P. falciparum.

Les protéines mises 4 part, des lipides d’origine
plasmodiale sont incorporés 4 la membrane érythro-
cytaire, ce qui aurait pour conséquence une augmen-
tation de la perméabilité de I'hématie hote.

La membrane érythrocytaire a donc un double

role dans la pénétration du parasite et dans son méta- -

bolisme qui rend compte de ’étroite spécificité plasmo-
diale. On ne sait pas si les mérozoites conservent des
déterminants antigéniques d’origine érythrocytaire,
ce qui entrainerait le risque de troubles auto-immuns
lors de leur éventuelle utilisation vaccinale. Cette dif-

ficulté viendrait alors s’ajouter & la variation antigé-

nique intraspécifique de la surface du parasite.

Le troisiéme facteur essentiel, aprés le milieu de
culture et 'hématie héte, est d'ordre respiratoire. La
culture n’est permise i1 vifro qu'en atmosphere appau-
vrie en oxvgeéne (0,5 4 20-9,) et enrichie en gaz carbo-
nique (1 & 8 °,). L’étude des conditions respiratoires
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de croissance de P. falcij)amm in vitro a conduit I'an
passé Léonard Sheibel 4 évoquer un métabolisme de
type microaérophile. Ceci s’accorde avec I'observation
d'une glucolyse qui aboutit & la formation d’acides
organiques sans que semble intervenir un cycle de
Vacide citrique, donc sans consommation d’oxygéne.
Le métabolisme énergétique de P. falciparim n’est
cependant pas encore élucidé ; son imbrication étroite
dans celui de I'hématie héte rend I'étude difficile.

Si ce métabolisme de type microaérophile était
une caractéristique d’espéce du plasmodium, on pour-
rait peut étre évoquer la nécessité pour falciparum de
rechercher les organes profonds de son héte naturel
pour y rencontrer les conditions optimales 4 sa
croissance.

Le Plasmodium est peut étre & l'origine du qua-
trieme facteur important de la culture. Nous pensons
qu'un produit du métabolisme du parasite, c’est-a-
dire un composant présent dans le surnageant d’une
culture est activateur de la schizogonie. L’addition en
faible quantité de filtrat de culture d’une lignée trés
active a un effet stimulant sur une lignée se rnultl-
pliant peu.

Parmi les applications pratiques de la culture in
vitro de P. falciparum, trois domaines viennent immé-
diatement & l'esprit, il s’agit de la vaccination, du
diagnostic et de la thérapeutique.

Le premier domaine, bien que bénéficiant de la
majorité des efforts de recherche, ne semble pas pro-
mettre une application prochaine.

1'intérét diagnostic de la culture de P. falcwpamm
est essentiellement de fournir des quantités impor-
tantes d'antigéne pour I'immunodiagnostic. Dans ce
domaine, des fractions antigéniques spécifiques d’es-
péce et de stade fourniront peut-étre un réactif dia-
gnostic intéressant, & la condition que ces fractions
soient antigéniques dans les conditions naturelles de
I'infestation et donc que les anticorps correspondants
existent chez une majorité de sujets impaludés.

Actuellement, la culture est une source de maté-
riel antigénique de grande sensibilité utilisable en
immunofluorescence indirecte, hémagglutination et
ELISA pour 'appréciation globale de la trace humo-
rale d’un paludisme. Les préparations standardisées
d’antigéne P. falciparum devraient permettre de limi-
ter la variabilité dans l'appréciation des taux d’anti-
corps palustres. Llobtention d'immuns sérums de
haute affirmité chez 'animal & partir d’extraits plas-
modiaux de culture, devrait permettre, par la recherche
d’antigénes circulants, de diagnostiquer plus aisément
les pauciparasitémies dans les stades précoces de
V'invasion.

Mais Y'intérét diagnostic principal devrait étre la
mesare des anticorps protecteurs. En effet, la pré-

103-131



CONFERENCES SCIENTIFIQUES : BIOLOGIE-BIOCHIMIE

sence d’anticorps palustres dans un sérum rend celui-ci
plus ou moins impropre a4 permettre la croissance #n
vitro de Plasmodium. En standardisant ce test, nous
espérons pouvoir étudier la relation entre le niveau
d’'immunité naturelle, le titre des antlcorps antxplas-
mocuau*{ et 1e tltl'e 0 dIlthOI'PS lﬂﬂlDaIll: 18. crmsbance

vitro et ainsi, peut-étre, d’apprécier les anticorps
protecteurs, bien que les mécanismes cellulaires soient
probablement les plus importants dans I'immunité
anti-plasmodiale.

L’intérét pharmacologique, enfin, se situe essen-
tiellemesit au niveau de I'appréciation de la sensibilité
.des différentes souches de P. falciparum aux amino-4-
quinoléines.

Ces substances inhibant, probablement par élé-
vation du pH, les enzymes métaboliques de la paroi
de la vacuole nutritive bloquent la croissance des
jeunes trophozoites. Certaines souches semblent avoir
adapté leurs enzymes 2 fonctionner dans une gamme
de pH plus étendue, ce qui serait 3 I'origine des résis-
tances de souche. I1 est donc possible % vitro, soit par
numération différentielle des trophozoites et schi-
zontes, soit par appréciation biochimique de l'activité
parasitaire dans une culture, de mesurer la dose mini-

* mum inhibitrice de chloroquine sur une souche en

“culture. Ce test a une application clinique évidente

car il permet, dans une certaine mesure, un palu-
dogramme, plus difficile & effectuer et & interpréter
cependant qu'un test d’inhibition de croissance bacté-
rienne.

Nous avons montré récemment que la chimiosen-
sibilité d'une souche n'était pas une valeur fixe et
qu'il fallait tenir compte de linterférence des facteurs
d’héte dans sa mesure & partir du sang du malade.
Par contre, aprés son établissement en culture, la dose
de chloroquine inhibitrice de la croissance d’une souche
reste stable. i

11 faut donc se garder, aprés avoir considéré les
arguments cliniques comme peu fiables dans I'appré-
ciation de résistance de souches, de concéder une
valeur absolue a la mesure iz vitro de la chimiosensi-
bilité A partir de sang du malade. La chimiosensibilité
de souche aprés son passage en hématies et sérum de
sujet sain nous semble d’un plus grand intérét.

Hormis la question des résistances de P. falcipa-
rum de la chloroquine, I'étude de chimiosensibilité in
vitro devrait étre une méthode d’avenir dans I'étude
de nouvelles substances anti-palustres,

Nous conclurons, en remarquant cependant que
la culture in vitro de P. falciparum n’est qu'un modéle
expérimental qui ne saurait rendre compte de la com-
plexité du paludisme chez son hote naturel.

ExPerience with several isolates of continuous

in vitro culture of Plasmodium falciparum

with special emphasis on the development of mature gametocytes

J. H. E. Th. MEUWISSEN
T. PONNUDURAI
A.D.E.M. LEEUWENBERG
J. P. VERHAVE

Institute of Medical Parasitology, University of Nijmegen, the Netherlands -

Experience since the fall of 1977 with continuous
in vitro cultures of P. falciparum are briefly reviewed.
All cultures were started from cases of P. falciparum
malaria imported into Holland. 14 Isolates have been
established in continuous culture ; one of these (NF 7)
has been maintained in culture for about 21/2 years. \We
use plastic petri dishes in a modified CO, incubator
supplied with a gas mixture, consisting of 3 °) O,,
49,C0O,and 93 9, N,.

Cah. O.R.S.T.0O.M., sér. Ent. méd. et Parasitol., vol. ,XVIfI, ne 2, 1980 :

Many parameters which influence the growth of
the asexual stages of the parasite were studied. These -
included the composition of the culture medium, the
age of the red cells used, the storage conditions of red
cells, the gas phase and the pH of the cultures. Com-
ments are made especially in view of their relevance
for the productlon of mature sexual stages of the para-
sites, i.e. the primary objectives of these cultures.

Optimal induction of gametocytogenesis is tempo-
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