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Le role de la phase hépatique
dans la protection

antipaludique

La protection induite par immunisation avec des sporozoites
irradiés a été a I'origine d’un espoir concernant la mise au point
d’un vaccin antipaludique. En premier lieu attribuée aux seuls
anticorps antisporozoites, cette immunité protectrice est en fait
la résultante de mécanismes effecteurs complexes et intriqués.
Anticorps, cytotoxicité restreinte par le CMH ou dépendante des
anticorps, libération de cytokines (interférons, interleukines,
TNF) et phénomeénes inflammatoires semblent tous impliqués.

a recherche sur la mise au

point d’'un vaccin antipa-

ludique concernait jus-

qu’a présent trois cibles, le

sporozoite, le stade éry-
throcytaire, le gaméte (figurel,
fléches 1, 2 et 3). Les potentialités du
stade hépatique (figure I, fléche 4)
sont restées presque totalement inex-
plorées. Les raisons en sont multi-
ples: découverte tardive, presque cin-
quante ans aprés celle des autres
stades, absence de manifestations cli-
niques, probléme d’obtention du
matériel d’étude en quantité suffi-
sante, difficultés d’investigation chez
I’homme pour un parasite localisé
dans le foie, enfin et surtout, manque
d’intérét pour un parasite intracellu-
laire supposé étre inaccessible au sys-
téme immunologique. La mise au
point de cultures [1] et I'utilisation
de singes réceptifs aux plasmodies

humaines, au moins au niveau hépa-
tique [2], ont modifié cette situation.
Longtemps négligée, la phase hépa-
tique suscite maintenant un intérét
croissant. Le role qu’elle joue appa-
rait en effet primordial dans I'induc-
tion d’'une protection dirigée contre
les formes pré-érythrocytaires. I1 est
clair que l'interdépendance est
grande entre stade hépatique et spo-
rozoite, le schizonte hépatique étant
la cible de mécanismes effecteurs
induits par le sporozoite [3]. Des tra-
vaux récents démontrent qu’'une telle
interdépendance pourrait également
exister entre stade hépatique et stade
érythrocytaire. Ainsi, a c6té d'un
intérét potentiel en tant que cible
antigénique originale [4], le stade
hépatique pourrait jouer un rdle cru-
cial comme intermédiaire privilégié
entre les autres stades [5].

Obtenir une protection contre les
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stades pré-érythrocytaires est possi-
ble, comme le prouve la résistance
observée chez les souris [6] et les
hommes [7] immunisés avec des spo-
rozoites irradiés. L'objectif d'un vac-
cin antisporozoite serait de mimer
cette puissante réponse de protec-
tion. Cette immunité protectrice a été
en premier lieu attribuée aux anti-
corps dirigés contre la partie répéti-
tive de la protéine circumsporozoite
(CS), protéine majeure de la surface
du sporozoite [8]. Les essais de vacci-
nation fondés sur I'induction d’anti-
corps anti-CS n’ont cependant eu
qu'un succés limité, chez I'hom-
me[9, 10] comme chez la sou-
m/s n° 10 vol. 5, décembre 89

ris[11]. Le r6le de I'immunité humo-
rale serait ainsi moins essentiel que
prévu, contrairement aux méca-
nismes cellulaires qui apparaissent
maintenant comme primordiaux.
Plusieurs observations sont en accord
avec cette hypotheése: (1) I'im-
munisation par des sporozoites irra-
diés est efficace méme chez des souris
déplétées en lymphocytes B[12];
(2) des cellules T suppressives/cyto-
toxiques exprimant le phénotype
CD8+ participent au développement
d’une immunité stérile[13, 14];
(3) I'administration orale de Salmo-
nella typhimurium, transformée
par le géne de la CS de P. Ber-

4 Figure 1. Cibles vaccinales. Aux
modifications morphologiques du para-
site tout au long de son cycle, corres-
pondent des modifications antigéniques
responsables de réponses immunitaires
différentes. On peut ainsi individualiser
quatre cibles, chacune ayant ses carac-
téristiques propres.

1. Le sporozoite. Classiquement, le
vaccin anti-sporozoite se doit d’étre par-
fait, un seul sporozoite pouvant théori-
quement donner naissance & un schi-
zonte hépatique a l'origine de la
libération de milliers de mérozoites
infectieux. Cet absolutisme parait trop
pessimiste : l'arrivée non massive de
mérozoites d'origine hépatique et I'ins-
tallation lente d’une parasitémie semble
permettre a l'organisme la maitrise du
développement parasitaire.

2. Le stade érythrocytaire. L'ambi-
tion d’un vaccin dirigé contre ce stade
n’est pas la stérilisation parasitaire
complete. Un reliquat de parasitémie,
persistant a taux tres faibles, n‘engen-
drant pas de manifestations cliniques
majeures, mimant ainsi ce qui s‘observe
en zone d'endémie palustre, serait tout
a fait acceptable.

3. Le gamete. Vaccin « altruiste », car
ne protégeant pas l’individu vacciné, il
trouve sa place dans les campagnes de
masse, en réduisant la transmission. En
effet I'absorption, par le moustique
piquant un sujet vacciné, d’anticorps
antigametes, empéche la fécondation
des formes sexuées et donc la produc-
tion de sporozoites par ce méme mous-
tique.

4. Le stade hépatique. Les potentia-
lités d’une telle cible sont restées long-
temps inexplorées,; il est maintenant
admis que son intérét est double : (1) en
tant que cible antigénique spécifique,
(2) en tant que cible de mécanismes
effecteurs induits par les autres stades.
Le cloisonnement par cible apparait
ainsi artificiel. La spécificité de stade
n’est pas aussi stricte que ce que l'on
a longtemps pensé, mais surtout I'im-
portance des interactions et des rétro-
actions entre les stades pose le pro-
bléme du type de test qu'il faut effectuer
pour vérifier la valeur d’une vaccination.

Abréviations. GS = glandes sali-
vaires; Sp = sporozoite; H = hépato-
cyte; Hy = hypnozoite, SEE = schi-
zonte exoérythrocytaire; Mh =
mérozoite hépatique,; T = trophozoite ;
Se = schizonte érythrocytaire; Me =
mérozoite érythrocytaire ; Gy = gaméto-
cyte,; Gt = gameéte; Ok = ookinéte; Oc
= oocyste.
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ghei, induit chez la souris une
immunité cellulaire spécifique de la
CS et une protection malgré I'ab-
sence d’anticorps anti-sporo-
zoite [15].

Les mécanismes induits au cours
d’une immunisation avec des sporo-
zoites irradiés sont cependant loin
d’étre élucidés. Infiniment plus nom-
breux et intriqués que prévu, ils met-
tent en jeu anticorps, mécanismes
cellulaires et facteurs non spécifi-
ques.

Anticorps anti-
sporozoite : effets
biologiques opposés

Le role primordial attribué en pre-
mier lieu aux anticorps anti-sporo-
zoite a conduit a de trés nombreuses
expérimentations in vitro, a I’aide de
primocultures d’hépatocytes hu-
mains [16-18] ou murins[19] (fi-
gure2). Ces tests ont clairement
montré que, quel que soit leur type
(polyclonal ou monoclonal) ou leur
origine (naturelle ou consécutive a
une immunisation avec peptides
synthétiques ou recombinants), les
anticorps anti-CS avaient en com-
mun plusieurs propriétés.

® JIs inhibent la pénétration du
sporozoite dans I’hépatocyte [18, 20,
21].

® Cette inhibition n’est que rare-
ment compléte. Quelques sporo-
zoites échappent a 'action des anti-
corps, et cela quelle que soit la
concentration de ces anticorps [22].
® L eur activité n’est pas limitée a la
phase de pénétration. L’attachement
du sporozoite a la membrane hépa-
tocytaire et, de facon plus surpre-
nante, le développement intrahépati-
que du parasite sont modifiés par les
anticorps anti-CS. Cet effet « post-
pénétration » a d’abord été observé
avec P falciparum [20]. Un méme
phénoméne a été plus récemment
décrit avec P. yoelii [21]. L'utilisation
d’une technique de double marquage
qui permet une analyse précise des
différentes étapes de la pénétration et
du développement du sporozoite [23]
nous a permis de «décortiquer » le
mécanisme. Les anticorps anti-CS
poursuivent leur activité sur le stade
suivant, le trophozoite, dont ils
entrainent I'arrét du développement,
souvent méme la disparition. La des-
truction du parasite intracellulaire

est en relation avec la présence des
anticorps anti-CS dans la vacuole
parasitophore, ou ils sont visualisa-
bles par des anti-IgG couplés a la
fluorescéine. La protéine CS persis-
tant tout au long de la schizogonie
hépatique[1], les anticorps anti-CS
liés au parasite agiraient en bloquant
la translocation de la protéine CS a
la membrane de la vacuole parasito-
phore. Ce phénomeéne, en augmen-
tant l'acidité a l'intérieur de la
vacuole parasitophore, induirait,
comme dans le cas de Toxoplasma
gondii [24], la digestion lysosomique
du trophozoite.

L’intérét d’un tel effet intracellulaire
dépasse le fait qu’il améliore une
activité a priori considérée comme
devant étre restreinte a la pénétration
du sporozoite. Cet effet n’est pas
limité a 'action des anticorps. Nous
verrons plus loin qu’une activité
comparable est observée avec la pro-
téine C-réactive (C-reactive protein,
CRP). Dans tous les cas, un méca-
nisme similaire est impliqué : incor-
poration de molécules, anticorps ou
non, au moment ou la vacuole para-
sitophore est créée par invagination
de la membrane hépatocytaire
durant l'invasion du sporozoite;
nous avons antérieurement men-
tionné [18] qu’un point critique dans
le développement hépatique consis-
tait en l'initiation de la premiére
division nucléaire. La translocation
de la protéine CS a la membrane de
la vacuole parasitophore pourrait
étre une étape cruciale de cette initia-
tion. L’impossibilité, pour la pro-
téine CS de P. falciparum, de translo-
quer dans I’hépatome Hep-G,, a été
corrélée a l'incapacité pour cette
lignée cellulaire de permettre le déve-
loppement de cette plasmodie [25].
La compréhension des mécanismes,
positifs ou négatifs, présents dans les
hépatocytes humains sains et non
dans I'hépatome, serait évidemment
du plus grand intérét.

® JIs facilitent la pénétration du
sporozoite dans I’hépatocyte [21]. Des
expériences réalisées avec des dilu-
tions sériées montrent qu’a titre fai-
ble, les anticorps dirigés contre la
protéine CS sont capables, in vitro,
d’augmenter le nombre de parasites
hépatiques jusqu'a 150 % du nombre
obtenu dans les contrdles. L'impor-
tance de ce phénoméne, observé avec
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des anticorps polyclonaux et mono-
clonaux (IgG et IgM), est inverse-
ment proportionnel a la capacité
inhibitrice de I'anticorps. Le phéno-
méne a lieu durant les premiéres
étapes de la pénétration du sporo-
zoite et résulte non pas d'un effet
direct sur le sporozoite, mais d’'une
modification dans I'interaction entre
sporozoite et membrane hépatocy-
taire. Décrits chez les virus [26] ou le
parasite Toxoplasma gondii [27], les
phénomenes de facilitation ont été
récemment observés dans le cas du
Plasmodium, aux stades gaméte [28]
et sporozoite mais durant la phase
anophélienne [29]. L’hypothése ini-
tiale supposait, comme dans les
modéles viraux, une médiation par
les récepteurs Fc[30] ou les récep-
teurs au complément [31]. Le fait que
cette facilitation soit également
observée avec des fragments monova-
lents Fab plaide contre cette premiére
alternative. Il est plus vraisemblable
que nous ayons affaire a une modi-
fication de conformation de la pro-
téine CS, cette modification donnant
naissance a une structure capable de
se lier plus efficacement au récepteur
présomptif. Si ces observations faites
in vitro se vérifient in vivo, la faci-
litation induite par les anticorps
pourrait étre un phénomeéne impor-
tant a prendre en compte dans la
mise en place des futurs vaccins anti-
sporozoite. De nombreuses questions
fondamentales concernant la péné-
tration du sporozoite restent en sus-
pens. En tout état de cause, la com-
préhension des mécanismes de
facilitation pourrait en partie per-
mettre de mieux comprendre cette
étape.

l Mécanismes cellulaires

Cytokines : mode d’action direct ou
indirect. Aprés I’engouement suscité
par les anticorps, la tendance
actuelle est d’attribuer un réle essen-
tiel aux mécanismes cellulaires. De
nombreuses cytokines interférent
avec le Plasmodium durant sa phase
hépatique, directement et/ou dans le
contexte d’interactions complexes,
avec la participation de nombreuses
cellules incluant I’hépatocyte lui-
méme.

® [nterféron y. Parmi les diverses
cytokines relarguées par les lympho-
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Figure 2. Modeéles in vitro utilisés dans notre laboratoire. Le parasite murin
P.yoelii se développe «aisément» dans les hépatocytes de souris, de rat, de
Thamnomys gazellae, de méme que dans des hépatocytes humains. Les plasmo-
dies humaines sont plus exigeantes : P. vivax ne se développe que dans des cellules
humaines (hépatome ou primocultures d’hépatocytes) et, jusqu’a présent, seuls les
hépatocytes humains permettent la maturation de P.falciparum et de P ovale.
Toutes les plasmodies, y compris les plasmodies humaines, pénétrent in vitro tout
type de cellule. Le succes d’une culture dépend donc du profil métabolique de
I'hépatocyte et non de la présence d'un récepteur spécifique.

cytes T activés, la premiére cytokine
supposée pouvoir interagir avec la
phase hépatique a été I'interféron y
(IFN-v). Des expériences menées in
vitro et in vivo, dans des modéles
murins et simiens, indiquent que
cette cytokine peut efficacement inhi-
ber le développement hépatique du
parasite. Une des contributions ori-
ginales du groupe de Victor Nussen-
zweig a été de supposer que des spo-
rozoites vivants pouvaient induire la
sécrétion, par des lymphocytes T
sensibilisés, de taux protecteurs
d’'TFN-v[32]. En effet, I’administra-
tion d’anticorps monoclonaux anti-
IFN-y a des hétes protégés détruit
cette immunité [13]. Des expériences
menées in vitro nous ont permis de
disséquer la nature et le site d’action
de I'IFN-y [33]. L’adjonction de cet
IFN-y a des primocultures d’hépato-

cytes avant I'inoculation des sporo-
zoites inhibe totalement et a trés fai-
ble dose (10 U/ml) le développement
hépatique du Plasmodium, que
I'IFN soit naturel ou recombinant.
Sans effet sur le sporozoite libre,
I'IFN-y a une action antiparasitaire
par I'intermédiaire de la stimulation
de la cellule héte. In vitro comme in
vivo, quelques parasites échappent a
I'effet de I'IFN-y, de méme qu'ils
échappent a 'action des anticorps.
Dans les deux cas, la différence entre
populations susceptible et résistante
n'est pas de nature génétique [34].
Dans le cas de I'IFN-y, cette résis-
tance pourrait étre en relation avec la
densité de récepteurs a I'IFN-y a la
surface de I’hépatocyte. II faut de
plus souligner que I'effet de I'I[FN-y
n'est pas limité a un effet parasito-

statique, puisque 'addition d'TFN-y se—
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a des cultures de schizontes hépati-
ques déja développés induit la lyse
d'un nombre significatif de para-
sites [33). A c6té d'un intérét fonda-
mental pour la compréhension de
I'activité de I'IFN-y, nous verrons
I'importance d'un tel résultat dans
I'optique de phénoménes de cyto-
toxicité : méme exprimé tardivement
au cours du développement hépati-
que, un antigene peut engendrer un
stimulus efficace.

Induite par le stade sporozoite, la
sécrétion d'IFN-y 'est également par
les stades érythrocytaires : des études
longitudinales ont pu montrer que
I'IFN-v était présent au cours de I'in-
festation chez I’'homme [35]. La pro-
duction endogéne d'IFN-y pourrait
ainsi protéger contre une nouvelle
infestation plasmodiale.

® Tumor necrosis factor (TNF).
Alors que le role de cytokines relar-
guées par les lymphocytesT, tel
I'IFN-y, était clairement établi, on
pouvait imaginer que d’autres cyto-
kines, produites par des monocytes
ou des macrophages activés, étaient
également impliquées dans la modu-
lation du développement du stade
pré-érythrocytaire.

Nous avons donc, in vivo et in vitro,
étudié 'effet du TNF (A. Nussler et
al., manuscrit en préparation). In
vitro, aucun effet détectable n’est
observé avec des concentrations
allant de 1 a 5ug/ml de TNFa
recombinant, quel que soit le temps
d’'incubation. Ces résultats différent
de ceux obtenus par Scoffield et
al. [36], qui observent que le TNF
inhibe le développement de
P. berghei dans des cellules d’hépa-
tome. Cette inhibition est vraisem-
blablement liée a 'origine tumorale
de la lignée. Nos résultats in vivo
sont en accord avec ceux de Scoffield
et al. : 'administration intraveineuse
de 1 ug de TNF interfére avec I'infec-
tion sporozoitaire de P. yoeli.

Ces résultats ne nous permettent
cependant pas d’exclure une action
du TNF au niveau érythrocy-
taire [37]. Des expériences fondées sur
des co-cultures d’hépatocytes et de
cellules non parenchymateuses
devraient nous permettre de préciser
le role joué par cette cytokine au
niveau hépatique.

® Interleukine-1, interleukine-6 et
les facteurs non spécifiques. Role de
la CRP. L’interleukine-1 (IL-1)
inhibe fortement et a dose faible
(5U/ml) le développement hépati-
que de P. falciparum [33). Sans effet
sur le sporozoite lui-méme, I'IL-1
agit de facon indirecte sur les pre-
miéres phases de développement.
Une des premiéres hypothéses que
nous ayons envisagée est en relation
avec la synthése d’'une des protéines
de la phase aigué, la CRP, synthéti-
sée a taux élevé par les hépatocytes
stimulés par I'IL-1[38] et connue
pour jouer un rble non négligeable
dans les mécanismes de défense non
spécifiques contre les bactéries [39].
Cette hypothése a été vérifiée dans
des modéles in vitro et in vivo [40].
Les tests d’'inhibition in vitro ont
montré que la CRP inhibait la phase
hépatique. Cette activité a été confir-
mée dans un modéle n vivo : des rats
ayant recu une injection d’huile de
térébentine, substance connue pour
augmenter de fagon significative le
taux sérique de CRP[41], se sont
montrés réfractaires a 1’inoculation
de sporozoites de P. yoelii. Les sporo-
zoites préincubés dans de la CRP
purifiée perdent en partie leur infec-
tiosité. Il en est de méme quand
I'incubation a lieu dans des sérums
de phase aigué, les anticorps anti-
CRP abolissant cette activité anti-
infectieuse. La CRP se lie a la surface
des sporozoites de facon dépendante
du calcium et probablement par I'in-
termédiaire de sites phosphorylcho-
line. Cette interaction entre CRP et
composants de surface du sporozoite
nous avait fait attribuer 1'effet inhi-
biteur 3 un masquage des sites de
reconnaissance entre parasite et cel-
lule cible. L'absence d’inhibition au
niveau érythrocytaire en dépit d’'une
fixation trés forte de la CRP sur la
forme libre érythrocytaire, le méro-
zoite, est en réalité évocatrice de la
mise en jeu de mécanismes plus
complexes.

Des expériences complémentaires
ont été réalisées pour analyser le
mode d’action de la CRP purifiée. A
un effet sur la pénétration du sporo-
zoite s'ajoute un effet intracellulaire,
responsable du blocage du parasite
au stade de trophozoite, empéchant
son passage au stade de schizonte.
Ce mécanisme d’inhibition est a
rapprocher de 1'effet intra-
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cellulaire observé avec les anticorps
anti-CS. Comme eux, la CRP liée au
parasite pourrait bloquer la translo-
cation de la protéine CS vers la mem-
brane de la vacuole parasitophore,
entrainant l’acidification de cette
vacuole et la digestion lysosomique
du parasite. Cet effet intracellulaire
de la CRP souligne I'intérét poten-
tiel d’'une intervention thérapeuti-
que durant cette phase (A. Nussler et
al., soumis pour publication).

Des concentrations élevées de CRP
sont retrouvées dans le sérum de
malades atteints de paludisme [42].
Le role que peut jouer la CRP dans
I’acquisition d’'une protection anti-
plasmodiale chez les sujets vivant en
zone d’endémie reste a étudier. I1 est
cependant clair que la CRP en elle-
méme ne peut résumer tous les effets
de T'IL-1 et plus généralement les
manifestations d’'un syndrome
inflammatoire. Quand on analyse les
rOles respectifs joués par les hépato-
cytes et/ou le sérum des rats ayant un
niveau élevé de protéines de phase
aigué, il apparait que les facteurs
inflammatoires autres que la CRP
sont également impliqués, leurs
effets inhibiteurs étant observés
essentiellement durant la maturation
du parasite.

Il a été récemment démontré que
I’activité hépatocytaire de 1'IL-1
impliquait la sécrétion hépatique
d’IL-6 [43]. Nous savons maintenant
que l'effet de I'IL-1 sur le développe-
ment hépatique des plasmodies est
en partie expliqué par une activité
IL-6. Paralléelement a un effet en
relation avec le relargage de pro-
téines de phase aigué, I'IL-6 a un
effet direct sur la pénétration et le
développement du sporozoite
(S. Pied et al., manuscrit en prépara-
tion). On ignore le type cellulaire
impliqué dans la sécrétion d’IL-6.
Hépatocyte ? Autres types cellulaires
toujours présents dans une primo-
culture d’hépatocytes ?

Des taux élevés d'IL-6 ont été retrou-
vés durant les phases érythrocytaires
d’un accés paludique [44]. Cette cyto-
kine pourrait ainsi limiter les surin-
fections paludiques.

Cytotoxicité : role joué par les anti-
génes parasitaires exprimés a la sur-
face de I’hépatocyte. I a été sug-
géré (13, 14] que les lymphocytes
suppresseurs/cytotoxiques expri-
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mant le phénotype CD8* pourraient
participer au développement de la
protection induite par les sporozoites
irradiés. Leur cible en serait non pas
les sporozoites, formes libres, mais
les hépatocytes infectés, capables
d’exprimer a leur surface, conjointe-
ment les antigénes d'un parasite
intracellulaire et des antigénes
majeurs d’histocompatibilité (CMH)
de classe 1[45). Nous avons utilisé
nos modéles in vitro et une panoplie
d’anticorps reconnaissant le sporo-
zoite et/ou les stades hépatiques
pour détecter la présence d’épitopes
a la surface des hépatocytes infectés.
Jusqu’a présent, aucun des anticorps
monoclonaux dirigés contre la pro-
téine CS n’a reconnu un antigéne a
la surface de I’hépatocyte. Il est
cependant impossible d’exclure une
transformation (processing) des anti-
génes CS les rendant inaptes a étre
reconnus par des monoclonaux pro-
duits contre I'antigéne original. On
ne peut de méme exclure I’hypothése
que l'antigéne CS soit exprimé en
quantité suffisante pour induire une
réponse cellulaire T mais indétecta-
ble par nos techniques. Ces hypo-
theéses sont en accord avec ’obtention
de lymphocytes T cytotoxiques chez
des souris immunisées avec un épi-
tope cellulaire présomptif de la pro-
téine CS de P. yoelii, cela en I’'absence
de toute détection antigénique sur la
membrane hépatocytaire (L. Rénia et
al., manuscrit en préparation).

Contrairement aux antigénes CS, un
épitope correspondant au fragment
C-terminal de la protéine heat-shock-
like de 72 kDa, I'hsp 70-1 de P. fal-
ciparum, est exprimé au niveau de la
membrane hépatocytaire [46). Diffé-
rentes techniques, incluant la micro-
scopie électronique a balayage, ont
permis de mettre en évidence, au
niveau de I’hépatocyte infecté, un
marquage limité a la surface hépato-
cytaire située au-dessus du parasite.
La possibilité pour cet épitope d’en-
gendrer une cytotoxicité restreinte
par le CMH est envisagée. Un rdle en
relation avec une cytotoxicité induite
par les anticorps (ADCC, antibody-
dependent cell cytotoxicity) a, en
revanche, été déja démontré. Cette
activité est indépendante des cellules
mononucléées du sang périphérique,
mais est partiellement réalisée par les
cellules spléniques et surtout par les
cellules hépatiques non parenchy-

mateuses, puisque 1’addition de ces
cellules aux cultures hépatiques dans
un rapport 2/1 lyse spécifiquement
jusqu’a 50% des schizontes. Si les
mécanismes d’ADCC que nous avons
observés in vitro existent in vivo, une
réponse anticorps induite par un
antigéne érythrocytaire pourrait agir
en rétro-régulation sur le stade anté-
rieur, confirmant le statut privilégié
de la phase hépatique.

I Phagocytose

En 1982, Jap et al. mirent en évi-
dence, a proximité de schizontes de
P. berghei, une réaction locale a base
d’infiltrations de cellules mono- et
polynucléaires[47]. Des études
récentes ont clairement montré que
macrophages, polynucléaires neutro-
philes et monocytes pouvaient
détruire des cellules hépatiques infes-
tées[48]. A l’aide de techniques
microcinématographiques, nous
avons également observé que des
schizontes hépatiques pouvaient étre
envahis par des filopodes de cellules
macrophagiques attirées par le para-
site (J. Goma et al., manuscrit en
préparation). Ce mécanisme est ap-
paremment en relation avec ’appa-
rition d'un antigéne situé dans la
vacuole parasitophore de P. yoelii. Ce
résultat est concordant avec les obser-
vations de Meis et Verhave [48], qui
décrivent l’'ingestion du matériel
« spumeux » présent dans la vacuole
parasitophore par des polynucléaires
neutrophiles. Nous voudrions de
plus insister sur le fait que cet anti-
géne est un de ceux que nous avons
trouvés exprimés a la surface de 'hé-
patocyte infesté (Rénia et al., manus-
crit en préparation).

l Conclusions

Dans la perspective d’'un vaccin anti-
sporozoite, les anticorps sont restés
longtemps les seuls protagonistes
dignes de considération. Peu de cher-
cheurs se sont risqués a imaginer le
role potentiel de mécanismes indé-
pendants des anticorps [12, 49]. Tom-
ber dans I’excés inverse et n’attribuer,
selon la tendance actuelle, aucun
intérét aux anticorps, est aussi dérai-
sonnable. Le fait qu’a faible taux des
anticorps puissent induire un effet

opposé devrait plutot stimuler les m—
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Figure 3. Immunité cellulaire. LIL-1 relarguée par les cellules présentant
l'antigéne (APC) active les cellules polynucléaires (PN) et les cellules T auxiliaires
(TH) qui vont sécréter IL-2 et interféron (IFN-y). LIL-2 active les lymphokine-
activatedkiller cells (LAK) et les cellules cytotoxiques (CTL), tandis que I'lFN-y active
les macrophages (MO) qui a leur tour vont sécréter de I'lL-6. Un certain nombre
de mécanismes interferent avec le développement hépatique du Plasmodium :
phagocytose consécutive a une infiltration par les polynucléaires et les macro-
phages; lyse et/ou inhibition du parasite par IlFN-y. Contrairement a I'lL-1, I'IL-
6 a un effet direct sur le développement du parasite. Le réle des radicaux libres
(RL) est inconnu, I'efficacité du tumor necrosis factor (TNF) est controversée. Quant
aux CTL, nous avons pu mettre en évidence un effet cytotoxique dirigé contre le
stade hépatique, effet induit par un épitope de la région non répétée de la protéine
CS de P.yoelii. VP = vacuole parasitophore,; N = noyau de I'hépatocyte.
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Figure 4. Immunité humorale. La transformation (processing) des antigenes plasmodiaux (Ag) par les cellules présentant
I'antigene (APC) conduit a la sécrétion dIL-1 et d'IL-6. Ces deux lymphokines agissent sur la phase hépatique de deux
manieres : (1) une cascade d’activations donne lieu a la synthése d'anticorps. Les anticorps anti-sporozoite préviennent
I'attachement du sporozoite et/ou sa pénétration. Quand ces anticorps sont internalisés dans la vacuole parasitophore (VP),
ils entrainent I'arrét du développement du trophozoite, souvent méme sa disparition. Les anticorps dirigés contre le stade
hépatique sont également inhibiteurs. Certains d’entre eux agissent de plus dans le cadre de mécanismes de coopération
cellulaire : des antigenes du parasite intra-hépatique, exprimés a la surface de I'hépatocyte sont, au moins in vitro, la cible
de mécanismes de cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC),; (2) I'IL-1 induit la synthése de protéines de la phase aigué
(PPA) par les hépatocytes, soit directement, soit par l'intermédiaire d’IL-6. Parmi les différentes protéines inflammatoires,
la protéine C-réactive (CRP) inhibe le développement initial du sporozoite. Nous savons maintenant qu’un mécanisme mimant
I'action des anticorps et inhibant la translocation de la protéine CS a la membrane de la vacuole parasitophore est également
imputable & la CRP. Contrairement & la CRP, 1a majorité des autres protéines de phase aigué agissent tardivement, sur la
maturation du schizonte hépatique. TH = cellule T auxiliaire (helper),; B = lymphocyte B, ADCC = cytotoxicité dépendante
des anticorps; N = noyau de I'hépatocyte.

recherches concernant la régulation
de leur apparition ainsi que leur
mode d’action.

Les figures 3 et 4 cherchent a résumer
le champ trés mouvant des interac-
tions hote-parasite au niveau pré-
érythrocytaire. Elles illustrent le sta-
tut privilégié du parasite en phase
hépatique, phase modulable, non
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seulement par le sporozoite, mais
également par le stade érythrocytaire.
De nombreux points d’interroga-
tions persistent. Leur solution en
soulévera vraisemblablement de nou-
veaux. Par la multiplicité et la com-
plexité des mécanismes effecteurs
interagissant a son niveau, la phase
hépatique séduit de plus en plus de

chercheurs. Les possibilités d’inter-
vention sur ces mécanismes en justi-
fient I'intérét. Nous devons cepen-
dant garder a I'esprit que ce parasite,
non seulement sait déjouer des méca-
nismes effecteurs trés puissants, mais
qu'il est de plus capable de les uti-
liser pour son propre développe-
ment l —>
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Summary

Protective role of the hepatic
phase of malaria

Protection against pre-erythrocy-
tic stages of malaria is possible as
demonstrated by the generation of
resistance after immunization
with irradiated sporozoites. The
objective of an antisporozoite vac-
cine would be to mimic this
strong protective response. Howe-
ver, the mechanisms involved are
more numerous and intricate
than previously believed and it
progressively appears that the role
of the presumed target, the sporo-
zoite, might be negligible compa-
red to that of the hepatic stage.
Moreover, recent results tend to
demonstrate that interdepen-
dences with the ensuing erythro-
cytic stage might also exist. Thus,
besides its potential interest-as a
target in itself, the hepatic stage of
malaria might play a crucial role
as «go-between» with other
stages. The previous and the sub-
sequent developmental stages can
modulate the «shielded» phase
by cytokines, directly.or as a result
of a cascade of events, by antibo-
dies, and by MHC-restricted or
antibody ‘dependent cytotoxic
mechanisms.
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