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> A la complexité déja existante des mécanis-
mes immunitaires impliqués dans "infection par
le parasite Plasmodium s’ajoute un mécanisme
décrit récemment par notre équipe et qui rap-
porte I'implication de I’histamine, une amine
vasoactive, dans la pathogenése du paludisme.
Cette étude repose sur deux approches complé-
mentaires : une approche génétique qui consiste
a utiliser des souris déficientes en récepteurs
histaminiques (HR1, HR2, HR3) ou en histamine,
et une approche pharmacologique consistant a
utiliser des antagonistes pharmacologiques de
ces récepteurs. Les résultats obtenus montrent
que des processus reconnus comme étant asso-
ciés a la pathogenése du neuropaludisme chez la
souris tels que la rupture de la barriere hémato-
encéphalique, la séquestration de globules rou-
ges et "adhésion de lymphocytes T a I’endothé-
lium des capillaires cérébraux, sont associés a
la production d’histamine. Ces travaux ouvrent
de nouvelles perspectives pour une meilleure
prise en charge thérapeutique du paludisme chez
I"lhomme. <

Role de histamine
et des récepteurs
histaminiques dans
la pathogenese

du paludisme
Walid Beghdadi, Adeline Porcherie,

Bradley S. Schneider, David Dubayle,

Roger Peronet, Michel Huerre, Takeshi Watanabe,

Hiroshi Ohtsu, Jacques Louis, Salah Mécheri

o0
gk
3

que le Royaume-Uni,
I’Allemagne, I’ltalie,
I’Espagne, les Pays-Bas
et la Suisse. Les Etats-
Unis déclarent quant a
eux environ 1500 cas
annuels [3]. Cependant,
le nombre total de cas
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Malgré les nombreuses tentatives d’éradication, le palu-
disme reste la premiere endémie parasitaire et un pro-
bléeme majeur de santé publique dans le monde. Le contréle
du paludisme est difficile en raison de la résistance de
Plasmodium falciparum a la plupart des anti-paludiques
et de la résistance du moustique-vecteur aux insectici-
des. Pour ces raisons, le développement d’un vaccin et
la mise au point d’approches thérapeutiques innovantes
sont devenus nécessaires et urgents. La maladie présente
une répartition géographique qui touche principalement
les zones tropicales défavorisées d’Afrique, d’Asie et
d’Amérique latine. La plupart des cas et des déces sur-
viennent en Afrique subsaharienne avec 2 millions de
décés par an dont 75 % d’enfants de moins de 5ans [1,
2]. La France est la nation européenne qui recense le
plus de cas de paludisme d’importation (6 500-7 000/an)
par rapport aux pays de démographies comparables tels
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de paludisme importés
en France a diminué ces
deux dernieres années
(5267 cas estimés en
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2006 contre 4404 en
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Le neuropaludisme est un syndrome clinique caractérisé
par des manifestations neurologiques graves induites
par Plasmodium falciparum chez ’homme et qui restent
a I'heure actuelle tres difficiles a expliquer. Il peut aussi
étre induit par une souche bien particuliére de Plasmodium
berghei (Pb ANKA) chez les rongeurs.

L'étude des mécanismes physiopathologiques étant
complexe chez ’homme, les modéles expérimentaux de
neuropaludisme chez la souris constituent actuellement
I'un des moyens pour aborder et comprendre ces méca-
nismes. Les modéles in vivo permettent d’étudier les
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processus physiopathologiques, de mettre en évidence de nouveaux fac-
teurs et de nouveaux mécanismes. Les souris des souches CBA ou C57BL/6
infectées avec Pb ANKA représentent les deux modeles expérimentaux
murins de neuropaludisme les plus utilisés et sont considérées comme
des souris susceptibles d’étre infectées. €n revanche, les souris BALB/c
sont considérées comme des souris résistantes au développement du
neuropaludisme.

Trois hypothéses ont été émises afin d’expliquer la neuropathogenese
chez ’lhomme : la théorie de la perméabilité fondée sur une rupture de
la barriere hémato-encéphalique (BHE), la théorie mécanique basée
essentiellement sur la cytoadhérence des globules rouges infectés a
I’endothélium vasculaire, et enfin la théorie immunologique qui implique
les réponses immunitaires antipalustres dans la neuropathogenése [6].
Une fagon d’aborder la complexité des processus physiopathologiques
du neuropaludisme est de proposer un mécanisme unifiant ces hypo-
theéses et qui repose sur I'idée qu’une réponse inflammatoire d’un type
particulier serait responsable de la pathogenése de cette maladie. L'hy-
pothése que nous proposons réside dans le fait qu’une réponse de type
allergique, a I'issue de laquelle des médiateurs inflammatoires comme
I’histamine peuvent étre générés, fait suite a I’activation immunologique
(IgE-dépendante) ou non (IgE-indépendante) des mastocytes et des
basophiles par des constituants parasitaires. Les activités biologiques
de I'histamine en font un candidat de choix étant donné ses propriétés
hémodynamiques, pro-inflammatoires et immunorégulatrices.

Propriétés biologiques de I’histamine et de ses récepteurs

L'histamine est un médiateur chimique stocké dans les granules intra-
cytoplasmiques des mastocytes et des basophiles puis libéré en réponse
a différents stimulus et particulierement lors de réactions d’hyper-
sensibilité de type immédiat dépendantes de I'lg€. Cette molécule est
synthétisée par décarboxylation de Ihistidine sous I’action de Ihistidine
décarboxylase (HDC). ’histamine exerce ses effets via I'activation de
quatre récepteurs histaminiques H1, H2, H3 et H4 qui sont exprimés a la
surface de différentes cellules, telles que les cellules musculaires lisses,
les monocytes, les cellules immunocompétentes ou inflammatoires, les
cellules endothéliales ou épithéliales et les fibres nerveuses. Selon le
type de récepteur histaminique prédominant et le systéme expérimental
étudié, histamine peut avoir des effets pro- ou anti-inflammatoires.

L'activation du récepteur H1 engendre la plupart des effets pro-
inflammatoires de I"histamine mais aussi la polarisation des divers
aspects de la réponse immune spécifique en modulant la balance Thl/
Th2 [7]. Caugmentation de I’expression de la P-sélectine (CD62P), qui
favorise I’adhésion initiale des monocytes a I’endothélium vasculaire
suite a un traitement avec I’histamine, représente un mécanisme impor-
tant dans la migration des monocytes vers les barrieres endothéliales
[8]. Lutilisation d’agonistes ou d’antagonistes des récepteurs H1 et
H2 contribue de maniére importante aux modifications des mécanismes
de défense contre les agents pathogénes. La stimulation des cellules
endothéliales vasculaires via les récepteurs H1 conduit a ’augmentation
de la perméabilité vasculaire (en particulier dans les veinules postca-
pillaires) [9] et & la libération de NO (nitric oxide) [10]. Par ailleurs, le
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traitement avec un antagoniste du récepteur H2 semble
inhiber I’expression de certaines molécules d’adhésion
telles que ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) et
la sélectine P, et diminuer I"adhésion des polynucléaires
neutrophiles [11] suggérant un rdle pro-inflammatoire
de I’histamine via le récepteur H2.

Les effets immunosuppresseurs et antiinflammatoi-
res de I'histamine, tels que I'inhibition du chimiotac-
tisme des polynucléaires neutrophiles [12], la sécrétion
d’IL(interleukine)-12 par les monocytes [13], ou encore
Pinduction de la production d’IL-10 [13], sont pour la
plupart le résultat de la stimulation des récepteurs H2. Le
récepteur H3 a été identifié en 1983 [14], a la fois dans
le systeme nerveux central et périphérique, comme un
récepteur présynaptique qui inhibe la synthese et la libé-
ration d’histamine ainsi que d’autres neurotransmetteurs
comme la dopamine, la sérotonine ou I'acétylcholine
[14]. Il est exprimé dans les fibres nerveuses et sa stimu-
lation par I'histamine diminue la libération d’histamine
mais aussi d’autres neuromédiateurs [15]. U'activation
du récepteur H4, exprimé par les cellules mononucléées
et les lymphocytes T CD4* et CD8" [16], inhibe la produc-
tion de la chimiokine CCL2 engendrant ainsi une réduction
du recrutement des monocytes [17].

Lhistamine fait I'objet de recherches intenses et son
étude est capitale pour mieux comprendre et traiter
I'allergie. Par ailleurs, certains travaux s’intéressent a
d’autres fonctions. Il est bien connu que cette molécule
est impliquée dans des maladies gastriques (I'ulcére gas-
tro-duodénal par exemple) et qu’elle sert de neuromédia-
teur dans le cerveau. Cette derniere propriété a un intérét
particulier dans les travaux sur le neuropaludisme.

Relations entre histamine
et infection par Plasmodium

’augmentation des niveaux d’histamine dans le plasma
et dans les tissus, provenant de basophiles et mastocy-
tes, a été associée a la sévérité de la maladie au cours
des infections a Plasmodium falciparum chez I’homme
et dans plusieurs modéles d’infections par Plasmodium
chez les animaux [18, 19]. €n outre, des concentrations
plasmatiques élevées d’anticorps Ig€, qui se lient aux
basophiles et aux mastocytes et qui peuvent déclencher
la libération d’histamine, ont été associées a la gravité
de Pinfection par Plasmodium falciparum [20]. Outre la
libération d’histamine déclenchée par les Ig€, le HRF (his-
tamine-releasing factor), un peptide décrit chez ’homme
et la souris, provoque la libération d’histamine, d’IL-4, et
d’IL-13 par les basophiles [21]. Ce peptide appartient a
une famille de protéines appelées protéines de tumeurs
contrdlées au niveau traductionnel (TCTP). Récemment, un



TCTP présentant une forte homologie avec le HRF humain
a été identifié chez Plasmodium falciparum [22]. Le TCTP
de Plasmodium falciparum a pu étre mis en évidence dans
le plasma de patients infectés et son activité histamino-
libératrice sur les basophiles humains a pu étre démontrée
[23], suggérant que le TCTP de Plasmodium falciparum
peut affecter la réponse immunitaire de I’hdte en influant
sur les réponses in vivo par sa capacité a libérer Ihistamine
[23]. Il convient de noter que depuis le début de I'infec-
tion par Plasmodium (pigiire infectante de moustique) et
tout au long de Iinfection (parasitémie), les vaisseaux
sanguins et les cellules immunitaires sont constamment
stimulés par 'histamine. Linterférence avec les effets bio-
logiques de I’histamine pourrait représenter une nouvelle
stratégie visant a manipuler la réponse immunitaire contre
le parasite Plasmodium.

Réle de la signalisation dépendante
de I’histamine dans la pathogenése du paludisme

L'effet délétere de I’histamine produite au cours de
I’infection par Plasmodium a été bien étudié dans un
modéle d’infection par le parasite P berghei NK65 (Pb
NK65), souche Iétale n’entrainant pas de symptomes de
neuropaludisme. Le role plus spécifique de I’histamine
dans la neuropathogenese a été élucidé par ’examen des
mécanismes physiopathologiques impliqués dans I'infec-
tion en utilisant la souche létale Pb ANKA responsable du
neuropaludisme dans des modeéles de souris sauvages ou
déficientes en histamine.

Réle de ’histamine et des récepteurs
histaminiques dans I’infection par Pb NK65

Ces études ont été abordées par une approche pharma-
cologique qui consiste a utiliser des antagonistes des

récepteurs histaminiques, complétée par une approche génétique uti-
lisant des souris dont les génes codant pour les récepteurs H1 (HIR™")
et les récepteurs H2 (H2R™") ont été invalidés. Afin de déterminer le
role direct de I"histamine dans la pathogenése du paludisme, des
souris déficientes en histamine par délétion du gene codant pour I’his-
tidine décarboxylase (HDC) ont été également examinées.

Le traitement avec des antagonistes des récepteurs histaminiques H1
et H2 de souris infectées par la souche Pb NK65 assure une survie pro-
longée de ces souris contrairement aux souris sauvages non traitées.
Les parasitémies des souris infectées traitées ou non par les antago-
nistes des récepteurs histaminiques ne sont pas différentes de maniere
significative [24].

Afin de confirmer I"implication des récepteurs Hl et H2 dans la
pathogenése du paludisme, des souris déficientes en récepteurs H1
ou H2 de ’histamine ont été infectées puis leur survie a été compa-
rée a celle des souris sauvages C57BL/6. Alors qu’aucune différence
significative n’a été observée entre les différents groupes de souris
en ce qui concerne la parasitémie, le suivi de la mortalité des souris
révele une résistance accrue des souris déficientes pour les récep-
teurs H1 et H2 (délai de mortalité retardé de 3 jours en moyenne)
contrairement aux souris sauvages C57BL/6. Lorsque des souris
déficientes en histamine (HDC™") ont été infectées dans les mémes
conditions, celles-ci se sont avérées beaucoup plus résistantes que
les souris sauvages et les souris individuellement déficientes en
récepteur H1 ou H2 [24].

Réle de I’histamine dans la pathogenése du neuropaludisme

Uimplication directe de I’histamine dans la neuropathogenése au cours de
Pinfection a été démontrée par la survie des souris HDC”~ et "absence de
signes cliniques de neuropaludisme aprés une infection par la souche Pb
ANKA. Les souris meurent néanmoins tres tardivement d’hyperparasitémie
(30-35 jours apres infection au lieu de 8 & 10jours). Plusieurs théories
ont été proposées pour expliquer la survenue du neuropaludisme chez
I’homme: la théorie mécanique, la théorie immunologique et enfin la
théorie de la perméabilité. Cette derniére est fondée sur la perméabilité de
la barriere hématoencéphalique (BHE) qui
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Figure 1. Mise en évidence d’agrégats de globules rouges dans le cerveau de souris C57BL/6
6 jours aprés infection avec Plasmodium berghei ANKA. A. Dépots de globules rouges infectés
(x40). B. Les mémes érythrocytes infectés observés a un plus fort grossissement (x 600) ol

on peut distinguer des dép6ts d’hémozoine. Dans les mémes expériences, les souris HDC-KO

déficientes en histamine ne montrent aucun dép6t d’agrégats.
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constitue I'un des mécanismes hémodyna-
miques liés a ’histamine [25] et associés
. au développement du neuropaludisme chez
’homme [26]. La résistance des souris
HDC”~ vis-a-vis du parasite Pb ANKA est

. ~ clairement associée a la préservation de la

i BHE contrairement aux souris C57BL/6 qui
h, ] . présentent une rupture de la BHE associée
- a une séquestration de globules rouges

infectés dans le cerveau de celles-ci [24]
(Figure 1). Une des caractéristiques du neu-
ropaludisme chez la souris est la séques-
tration des lymphocytes T CD4" et CD8"
dans les microvaisseaux sanguins du cer-
veau [27, 28]. Cela a été confirmé par nos
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résultats qui montrent une augmentation significative des lymphocytes T
(D4" et CD8" dans le cerveau des souris C57BL/6 infectées par Pb ANKA. Une
telle séquestration n’a pas été observée dans le cerveau des souris HDC”~
infectées [24]. Ces résultats suggérent que I'histamine produite au cours
de Iinfection par Pb ANKA induit une réponse inflammatoire engendrant la
séquestration des lymphocytes T dans les capillaires sanguins du cerveau,
ce qui favorise le développement du neuropaludisme. Un schéma illustrant
notre vision du phénomene est représenté sur la Figure 2. Dans ce contexte,
il a été rapporté que 'histamine est essentielle au recrutement des lym-
phocytes T CD4* et CD8" spécifiques de I'antigéne [29]. De nombreuses
études ont démontré le role essentiel de la molécule d’adhésion ICAM-1
dans la séquestration des globules rouges infectés, et par conséquent
dans le développement de la pathogenese du paludisme, notamment par
I'utilisation de souris déficientes en ICAM-1, qui sont résistantes au neuro-
paludisme [30, 33]. Nos résultats confortent 'implication de I'expression
d’ICAM-1 dans la pathogenese du neuropaludisme. La faible expression
d’ICAM-1 a la surface des cellules endothéliales vasculaires du cerveau de
souris HDC”~ peut expliquer I’absence de séquestration des lymphocytes T

dans le cerveau de ces souris. Il est intéressant de noter
une réduction de la synthése d’ICAM-1 chez les souris
HDC”~ qui présentent un profil de résistance similaire a
celui des souris ICAM-17",
de contréle de I'histamine sur I’expression d’ICAM-1. €n

suggérant ainsi un mécanisme

effet, il a été rapporté que I’histamine stimule 'expression
d’ICAM-1 et VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule)
par les cellules endothéliales [31] et que la cétirizine, un
antagoniste du récepteur H1, a été identifiée comme une
molécule possédant des propriétés anti-inflammatoires
par sa capacité d’inhibition de recrutement et d’activation
de leucocytes et par la réduction de I’expression d’ICAM-1
sur les kératinocytes [32].

Conclusion

€n résumé, les résultats présentés dans cette revue sont
en accord avec des données publiées précédemment
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Figure 2. Représentation schématique du réle de P’histamine. ’histamine est impliquée dans I’augmentation de la perméabilité capillaire (4) et la rupture
de la barriére hémato-encéphalique (BHE) (extravasation du bleu Evans) (B) a la suite de Iinfection par Plasmodium berghei souche NK65 (souche létale
mais sans signes neurologiques) (4) ou par Pb ANKA (souche Iétale génératrice de neuropaludisme) (B). Dans les deux cas, I'histamine, libérée par des

mécanismes qui restent a identifier, est a I'origine de I'augmentation de la synthése de NO, d’une surexpression de molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1

ainsi qu’une augmentation de la perméabilité capillaire. Il en découle une séquestration au niveau des endothéliums capillaires périphériques (A) ou cen-

traux (B) de globules rouges infectés ainsi que de lymphocytes T CD4 et CD8. Au niveau central, I’origine de I’histamine peut étre périphérique ou centrale.

Dans ce dernier cas, la synthese et la libération de I'histamine, qui est également un neurotransmetteur, sont sous le contréle de facteurs de nature encore

indéfinie (HXR).
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démontrant I’association entre les niveaux d’hista-
mine produite au cours de I'infection et la sévérité du
paludisme chez "lhomme et la souris. Ces résultats sont
également en accord avec le concept selon lequel des
mécanismes pathogéniques du paludisme grave serait
lié a un défaut de contrdle d’une réponse inflammatoire
excessive. Cela ouvre des perspectives nouvelles en
termes d’approches thérapeutiques puisque, aussi bien
dans les modeles murins de neuropaludisme que dans
des essais cliniques chez ’homme, 'utilisation d’anti-
histaminiques Hl semble montrer une certaine effica-
cité. Les mécanismes mettant en jeu I’histamine réveélent
également le r6le possible de la réponse allergique dans
la pathogenése du paludisme. De ce point de vue, la
caractérisation des mécanismes de la réponse inflam-
matoire allergique au cours de I'infection palustre est
une voie d’investigation prometteuse dans le futur. ¢

SUMMARY

Role of histamine and histamine receptors

in the pathogenesis of Malaria

A hallmark of the host response to Plasmodium parasite
is an inflammatory reaction characterized by elevated
histaminemia levels. Since histamine, which acts through
four different receptors and which synthesis is under
the control of the histidine decarboxylase (HDC), is
endowed with pro-inflammatory and immunosuppres-
sive activities, we hypothesized that this vaso-active
amine may participe to malaria pathogenesis. Combining
genetic and pharmacologic approaches by using HIR™",
H2R™-, H3R”", HDC”" mice and HIR, H2R-, and H3R-
antagonists, respectively, we found that cerebral mala-
ria-associated pathogenetic processes such as blood
brain barrier disruption, and T lymphocyte sequestration
to cerebral vascular endothelium in mice were asso-
ciated with histamine production. The identification of
this novel inflammatory pathway and its implication in
Plasmodium infection may lead to novel strategies to
manipulate the anti-Plasmodium immune response and
may provide new therapeutic tools to alleviate malaria
disease. ¢
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M Atelier de formation n° 198

Protocoles récents en épidémiologie
Organisateurs : Nadine Andrieu (Inserm U900, Paris), Michel Chavance (Inserm U780, Villejuif), Pascal Wild (Nancy)

Phase | ¢ Le point sur...
30 septembre-2 octobre 2009

Objectifs * Présenter de nouveaux schémas d’enquétes épidémiologiques développés ces dernieres années : études limitées aux cas
et plans d’échantillonnage complexe optimisés, expliquer les modéles d’analyse & mettre en ceuvre.

Public ® Epidémiologistes particulierement intéressés par les probleémes méthodologiques et biostatisticiens débutants ou confirmés.
Chercheurs, ingénieurs ou techniciens.

Les présentations seront effectuées en anglais.
Nombre maximum de participants : 60

Programme ® Etudes limitées aux cas: cas croisés, séries de cas. Double échantillonnage simple ou stratifié : cas-témoins
emboités dans une cohorte, cas-cohorte, études en deux phases et contre-appariement. Les exemples présentés concerneront en
particulier la pharmacoépidémiologie, I'épidémiologie du cancer, I'épidémiologie cardio-vasculaire, I'étude des interactions génes-
environnement.

Phase Il ® Maitrise technique
5-7 octobre 2009 e Villejuif

Programme ® Présentation et discussion de programmes (SAS, STATA, R,...) adaptés & I'analyse d’enquétes réalisées selon des
protocoles présentés en phase . Analyse de données fournies par les participants.

Sélection ® 12 personnes seront retenues parmi les participants de la phase I. Deux critéres importants seront I'intérét de leurs don-
nées et leur expérience statistique.

Avec la participation de ® Nadine Andrieu (Paris, France), Jonine Bernstein (Yale, USA), Norman Breslow (Seattle, USA), Michel
Chavance (Villejuif, France), Paddy Farrington (Milton Keynes, UK), Mounia Hocine (Villejuif, France), Bryan Langholz (Los Angeles,
USA), Thomas Lumley (Seattle, USA), Helena Marti (Villejuif, France), Walter Schill (Bremmen, Deutschland), Pascal Wild (Nancy,
France)
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