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PATHOGENESE DU NEUROPALUDISME : FAITS ET HYPOTHESES
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RESUME ¢ Le neuropaludisme, I’une des plus sérieuses complications de I’infection a Plasmodium falciparum, est carac-
térisé par la séquestration d’hématies parasitées (HP) au sein des microvaisseaux cérébraux. Si les mécanismes précis re s-
ponsables du développement de ce syndrome restent mal connus, la séquestration, les pert ur b ations métaboliques et la réponse
immunitaire de ’hdte ont été dairement mis en cause. Des études réalisées sur le modele mu rin de neuropaludisme ont mon-
tré un role potentiel des cellules de I’hote, et en particulier celui des plaquettes. Ces résultats nous ont amené a évaluer le
role des plaquettes au cours du neuropaludisme humain. Nous avons démontré que I’accumulation plaquettaire au sein des
microvaisseaux cérébraux est significativement plus élevée chez des patients du Malawi décédés de newopaludisme, que
chez ceux décédés d’autres pathologies. Nous avons ensuite étudié le role des plaquettes dans la cytoadhéraxe des HP, en
utilisant des HP n’adhérant que sur CD36, des plaquettes, et des cellules endothéliales (CE) constitutivement dépourvues
de CD36. Ces cultures cellulaires tripartites ont mis en évidence le role plaquettaire dans I’induction d’une cytoadhérence
des HP sur les CE par un pontage cellulaire, résistant aux conditions de flux phy siol ogiques. Le lien entre plaquettes et séques-
tration étant montré, il reste a examiner I’hypothése du lien entre les plaquettes et le neuropaludisme lui-méme. Seule une
concertation des approches offertes par les différentes disciplines nous permettrade progresser efficacement dans la com-
préhension des mécanismes des complications du paludisme.

MOTS-CLES ¢ Malaria - Inmunopathologie - Cytokines - Endothélium - Plaquettes.

PATHOGENESIS OF CEREBRAL MALARIA: FACTS AND HYPOTHESES

ABSTRACT ¢ Cerebral malaria (CM) is one of the most serious complications of Plasmodium falciparum infection. It is cha-
racterizedby sequestration of parasitized red blood cells (PRBC) in cereb ral capillaries and venules. Although the exact cause
of CM remains unclear, current evidence has clearly implicated metabolic disturbances and host immune responses. Studies
on mouse CM models suggest the involvement of host cells and in particular platelets. These results led us to study the role of
p 1 atelets in human CM. Our findings demonstrated that significantly greater accumu 1 ation of platelets occurred in capillaries
and ve nules of Malawian patients who died from CM than from other diseases. We also assessed the role of platelets in cytoad-
herence of PRBCs using PRBC adhering only on CD36, platelets and endothelial cells (EC) constitutively devoid of CD36.
Cultures using the three components showed that platelets played a role in inducing cytoadherence of PRBC on EC via a cel-
lular bridging resistant to physiological flow conditions. Having established the link between platelets and sequestration, the
next step will be to examine the link between platelets and CM. A combination of approaches from different disciplines will

be needed to gain further insight into the mechanisms underlying the complications of malaria.
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Le paludisme, premiere endémie pamasitaire au monde,
présente une multitude de facettes. La lutte contre cette
maladie requiert les efforts conjugués de personnes tra-
vaillant dans un grand nombre de disciplines différentes.
Notre discipline est a la frontiere entre I’'imnmunopatholo-
gie et la physiopathologie. Nous cherchons a mieux com-
prendreles mécanismes path ogéniques conduisant aux com-
plications du paludisme.

Les formes graves du paludisme, comme le neuro-
paludisme, sont caractérisées par une séquestration des
hématies parasitées (HP) par Plasmodium falciparum au
sein des lits microvasculaires pro fonds. Cependant, la rai-
son pour laquelle seule une faible proportion des patients
infectés développe un neuropaludisme reste inexpliquée. Si
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les mécanismes précis aboutissant au développement du
syndromeneuro | ogique restent peu connus, la séquestration
pamasitaire au niveau cérébral, les perturbations métabo-
liques ainsi que la réponse immunitaire de 1’hote ont été
cl airementimpliquées dans cette pat h ogénese (1). Plusieurs
théories ont été proposées pour le neuropaludisme humain :
la théorie de la perméabilité, la théorie mécanique et enfin
la théorie immunologique. Il semblerait cependant qu’une
combinaison des facteurs du parasite, mais également de
I’hdte contribuent au développement des acces séveres, et
plus patticulierement au 1ésions cérébrales observées
durant le neuropaludisme (1-5).

Les modeles expérimentaux de neuropaludisme, et
plus patticulierement le modele murin d’infection a
Plasmodium berghei ANKA (PbA) ont permis des avancées
significatives dans la connaissance des mécanismes patho-
géniques. En effet, les diverses souches de souris utilisées
en laboratoirerépondent diff € ramment a une infection expé-
rnmentale. Certaines souches sont hautement susceptibles
au développement d’un newmopaludisme, alorsque d’autre s
y sont résistantes, et ce malgré des parasitémies similaires
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pendant la phase critique de I’infection (6, 7). L’utilisation
de ce modele et de ces différentes souches de souris, nous
a amené a nous intéresser plus précisément aux mécanismes
liés a la réponse immunitaire de 1’hote.

Ainsi, le tumor necrosis factor (TNF) a pu étre mis
en évidence comme étant un facteur clé dans le dévelop-
pement de la pathologie (8), comme le suggerent les taux
sériques élevés au moment du neuropaludisme expéri-
mental, la prévention de la pathologie par une neutralisa-
tion in vivo de la cytokine, I’induction du syndrome par per-
fusion de TNF chez des souris infectées résistantes et
1’ absence de syndrome neurologique chez des souris trans-
géniques ex p rimant de hauts titres de TNFR-1 soluble, un
inhibiteur phy siologique du TNF (9). Des deux récepteurs
du TNF, seul le TNF récepteur-2 (TNFR-2, p75), dont I’ex-
pression se trouve augmentée lors du neuropaludisme au
sein des microvaisseaux cérébraux des souris susceptibles,
a été impliqué dans le développement du syndrome neu-
rologique. En effet, les souris génétiquement déficientes en
TNFR-2 sont signifi ¢ at ivement protégées contre le neuro-
paludisme expérimental, contrairement aux souris défi-
cientes en TNF récepteur 1 (TNFR-1, p55) et aux souris
génétiquement susceptibles (10,11). Plus récemment, des
études de souris knock-out indiquent que le TNF béta,
appelé maintenant la lymphotoxine alpha (LT-o), produit
comme le TNF par les lymphocytes et se liant également
au récepteur endothélial TNFR-2, est le principal médiateur
du neuropaludisme murin (12).

Les re ch e rches effectuées grace a ce modele ont éga-
lement permis de mettre en évidence le role potentiel des
cellules de 1’hdte dans 1’induction du neuropaludisme, en
particulier celui des monocytes et des plaquettes.
Différentes études ont en effet prouvé que 1’adhérence
monocytaire sur I’endothélium cérébral (j. 5-7 post-infe c-
tion) est associée avec le neuropaludisme fatal murin
(13,14). Cette séquestration est induite par le TNF : par son
activité pro-inflammatoire, il conduit & I’augmentation de
I’expression de certaines molécules d’adhérence a la sur-
face endothéliale ICAM-1, VCAM-1). Les monocytes ont
donc été associés au développement des 1ésions immuno-
pathologiques du neuropaludisme.

Les plaquettes se comportent comme des cellules
effectrices de la pathologie du neuropaludisme murin ; en
témoignent a) 1’association entre séquestration plaquettaire
cérébrale et développement du syndrome neurologique, b)
1’ abolition de cette le séquestration par le traitement in vivo
avec un anticorps anti-LFA-1, qui prévient le neuropalu-
disme, et c), la prévention de la mortalité due au neuropa-
ludisme par I’induction d’une thrombocytopénie (15). De
plus, une étude récente menée sur le systeme urokinase (uri-
n ary-type plasminogen activator, uPA) / récepteur de I’uro-
kinase (uPAR, CD87), a confi rmé I’implication des pla-
quettes dans le développement du neuopaludisme. Le
récepteur de 'urokinase joue notamment un rdle crucial
dans la cinétique et la séquestration plaquettaire au sein des
microvaisseaux, Le knock-out du géne uPA et de son récep-
teur atténue significativement la sévérité du neuropalu-
disme. Les souris protégées montrent une quasi-aolition

de la séquestration plaquettaire cérébrale, mais étonnam-
ment, conservent la séquestration monocytaire caractéris-
tique du syndrome (16).

L’ensemble de ces résultats nous a amené a évaluer
le role des plaquettes dans la pathologie humaine. Des ana-
lyses immmnohistochimiques réalisées sur des échantillons
post-mortem de cerveaux de patients du Malawi, nous ont
permis de confirmer les résultats précédemment décrits dans
le modele murin. En effet, ’accumulation plaquettaire
observée est significativement plus élevée au sein des
microvaisseaux cérébraux de patients décédés de neuro-
paludisme, que dans ceux de patients décédés d’anémie
sévere ou de coma d’autre origine (encéphalopathies non
palustres) (17). Par ailleurs, dans un autre étude chez I’en-
fant africain impaludé, la thrombocytopénie s’av ere liée a
la sévérité de I’infection (18).

A fin d’étudier plus en détail ’implication des pla-
quettes dans les 1ésions microvasculaires observées lors de
neuropaludisme, et afin de nous rappro cher des conditions
pathologiques, nous avons mis au point un modele de co-
cultureimpliquant des cellules endothéliales, des plaquettes
et des HP. Pour ce faire, nous avons utilisé des cellules
endothéliales issues de microvaisseaux cérébraux de singe
Saimin (Saimir sciureus), ’'unique modele animal d’étude
de neuropaludisme humain actuellement recommandé par
I’OMS (19). Une lignée de ces cellules endothéliales (CE,
Sc1707) constitutivement dépourvue de CD36 membra-
naire(20), a été utilisée dans le but d’évaluer si, par leur pré-
sence, les plaquettes pouvaient moduler la cytoadhérence
des HP. Ces CE ont été cultivées au repos ou pré-stimulées
par TNF, en présence ou non de plaquettes puri fiées. Enfin,
des HP sélectionnées pour ne cytoadhérer que sur CD36,
un récepteur parasitaire constitutivement ex primé a la sur-
face plaquettaire, ont été ajoutées.

Nous avons ainsi montré que les plaquettes induisent
une augmentation significative de lacytoadhérence de ces
HP spécifiques du récepteur CD36 sur des CE cérébrales
déficientes en CD36. Ce phénomene est amplifié par une
pré-stimulation par TNF et aboli par la présence d’un anti-
corps anti-CD36. A fin de déterminer la pertinence physio-
logique de la cytoadhérence induite par les plaquettes, des
expériences identiques ont été réalisées en conditions de
flux, en appliquant aux cellules en culture une force de
cisaillement physiologique de 0.5 Dyne/cm2 (0.05 Pa). Le
phénomene décrit en conditions statiques s’est montré résis-
tant aux forces de cisaillement, suggérant ainsi une réelle
signification in vivo.

Des analyses en immunofluorescence et en micro-
scopie électronique ont permis de mettre en évidence un
pontage plaquettaire entre les CE et les HP. Des tests d’in-
hibitions ont déterminé que 1’interaction CD40-CD40L
(CD154), espectivement sur le ve rsant endothélial et pla-
quettaire, est en partie impliquée dans 1’adhérence des pla-
quettes sur 1I’endothélium cérébral. De plus, des analyses
phénotypiques ont montré que 1’ex pression de CD40 est
augmentée significativement a la surface des CE lors d’une
préstimulation par TNF, conmoborant notre observation
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d’une cytoadhérence plus élevée en condition inflammatoire
qu’en condition de repos.

Enfin, nous avons pu montrer que, de part leur pré-
sence a la surface des CE, les plaquettes masquent physi-
quement d’autres récepteurs constitutivement exprimés sur
les CE. C’est le cas pour la chondrdtine sulfate A (CSA,
un autre récepteur-clé de P, falcipamm) : l1a fixation des pla-
quettes empéche I’adhérence de parasites sélectionnés pour
ne cytoadhérer que sur la CSA lorsqu’ils sont ajoutés en
seconde intention. Ces résultats indiquent un réle important
des plaquettes dans les interactions cellulaires endothélium-
HP au cours du newopaludisme, en plus des interactions
HP-HP précédemment décrites. Une étude récente a en effet
démontré que les plaquettes permettent la formation d’agr é-
gats d’HP dans un modele de culture in vitro via leur CD36
membranaire, agré gation directement liée a la sévérité de
la pathologe (21).

Outrela cytoadhérace caractérstique d’HP dans le
développement du neuropaludisme, de nombreuses analyses
ont récemment démontré le réle pathogénique des cellules
de I’hote (22-24). Dans 1’étude résumée ci-dessus, nous
avons plus spécifiquement détaillé 1I’importance des pla-
quettes dans la pat h ogenese de la séquestration des HP. Ces
données complémentent les faits démontrés dans le
modele murin de neuropaludisme, ainsi que de la présence
abondante de plaquettes dans les vaisseaux cérébraux de
patients du Malawi décédés de neuropaludisme. Le lien
entreplaquettes et séquestration étant montré, il reste a ex a-
miner I’hypothese du lien entre les plaquettes et le neuro-
paludisme lui-méme.

PERSPECTIVES

S’il est inadapté pour I’analyse de parametres para-
sitologiques, le modele d’infection par PbA chez la souris est
un bon modele pour I’étude de la pathologie humaine, notam-
ment concernant les implications immunopathologiques et
I’étude des différents compartiments cellulaires (25). En com-
plément des études chez I’homme, réalisées ex vivo et in vitro,
ce modele permet de nombreuses expériences impossibles
dans d’autres systémes, comme par exemple, 1’ appréciation
de nouvelles thérapeutiques, ou la dissection fonctionnelle
de divers genes. De plus, a I’instar de ce qui se fait chez
I’homme, des prélevements post-monenpeuvent étre réali-
sés, mais avec la souplesse des études cinétiques, permettant
notamment d’étudier les facteurs cellulaires ou humoraux mis
en jeu lors de I’ établissement du syndrome. Aujourd’hui, avec
la miniaturisation et le perfectionnement des techniques, la
quasi-totalité des cellules circulantes murines sont purifi ables
a partir de faibles volumes sanguins. Le modele mu rin est de
plus en plus utilisé pour les études de susceptibilité / résis-
tance, pour les études PKPD, ainsi que pour I’étude de I’im-
plication de dive rses molécules en particulier les marqueurs
de surface des cellules dendiitiques, les chimiokines et leurs
récepteurs. Ces études sont rendues possibles par la généra-
tion de nombreuses souches ou lignées murines génétique-
ment modifiées.

Les faits sont le fruit de I’expérimentation animale,
des expériences in vitro utilisant les types cellulaires perti-
nents, ainsi que des études diniques, comprenant notamment
le suivi de malades ou des analyses post-mortem. Cependant,
les faits eux-mémes imposent réflexion, et méritent une
constante réévaluation. Prenons I’exemple du TNFR-2 : son
role dans le neuropaludisme murin est un fait, établi (11) et
confirmé par plusieurs groupes (26-28) (et G. Senaldi, com-
munication personnelle). Cependant, ce récepteur est-il impli-
qué dans la modulation de molécules d’adhérence ou, plu-
tot, dans des troubles métaboliques particuliers, comme
suggéré récemment (29) ? Un autre exemple est I’implica-
tion des plaquettes dans la pat h ogenese du newropaludisme.
Les plaquettes sont-elles des cellules effectrices des cyto-
kines, comme le suggerent des faits établis in vitro, mais chez
la souris (30), ou bien s’accumulent-elles dans les micro-
vaisseaux (17) en fin de processus path ol ogique ? Seule une
concertation des approches offertes par les différentes dis-
ciplines nous permettra de progresser efficacement.

Les hypotheses doivent continuer d’affluer des cli-
niciens et des chercheursde toutes les disciplines, et doivent
continuer d’étre évaluées en mélangeant dévotion, travail
acharné, rigueur et serendipity. Tous ces éléments sont indis-
pensables pour améliorer nos connaissances et, de ce fait, nos
moyens d’intervention sur les complications du paludisme m
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