SOMMAIRE

Héléne RAFFIL, €pouse HENR Y L.ttt eeteeeeeeeeeeeteiieeeeesaaaseeenens 1

JU R Y ittt ettt eeeeteeee et et et e et et e et e ettt e et ettt et atetetateteteaeeees 1
ECOLE NATIONALE VETERINAIRE DE TOULQUSE...cccceeeuueeeccccacssessssssssssssassssssssasse 3
PROFESSEURS CLASSE EXCEPTIONNELLE.....ccoiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaeaeseaeaeanan, 3
............................................................................................................................................... 3
PROFESSEURS 1ERE CLASSE .. ittt ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeas 3
............................................................................................................................................... 3
PROFESSEURS 2E CL A S SE ittt e e e e e e e et e eeeeeaeeeaeaaas 3
............................................................................................................................................... 3
INGENIEUR DE RECHERCHES . ...eeitiiiiitttittttteeeeteeeteteeeteteeeseeeeeseeeeeseseseseseneseeeeeneneee 3
............................................................................................................................................... 3
PROFESSEURS CERTIFIES DE [’ ENSEIGNEMENT AGRICOLE.....ccuuveveiiieveaneeee. 3
............................................................................................................................................... 3
MAITRE DE CONFERENCES HORS CLASSE ...ttt sesesssssenans 4
............................................................................................................................................... 4
MAITRES DE CONFERENCES CLASSE NORMALE. ....o.ootiiiieeeeeeeteeteeisesenesanias 4
............................................................................................................................................... 4
MAITRES DE CONFERENCES CONTRACTUELS ..ottt teseseesisesesasenas 4
............................................................................................................................................... 4
ASSISTANTS D'ENSEIGNEMENT ET DE RECHERCHE CONTRACTUELS.................. 4
............................................................................................................................................... 4
LISTE DES ILLUSTRATIONS....cccceeeeeeeeesesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 9
LISTE DES ABREVIATIONS....cccetteessueecccscccassssssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 13
INTRODUGCTION i eeeeeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 17

PREMIERFE PARTIE : ]
PLACE DES EOSINOPHILES DANS LA REACTION INFLAMMATOIRE :

ASPECT CELLULAIRE ET MOLECULAIRE.....ccccciiiuiicncnsnsnsnssscncnsasassssncasasasnssssnsasas 21
L’£OSINOPHILE ET SA PLACE DANS LA REACTION INFLAMMATOIRE. +.eeeeeusseeeiiiseeeeeeiseeeeeiieeeeeeiiseeeeeanns 23
L COSTHODIAILC. ...ttt eeeeeeeeeeereeeeeeeees 23
SUTUCHUTC ettt ettt eee e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeearaeeeeeeee 23
CIIULE. ittt e eeeee e 23

Les récepteurs MembIanairesS. . oouuueeeeeeeeeiiieiiiiieiieeieeiieiiiiiieeeeeeeeiieiiiieeeeeeeeiiiiiieeeenn 26
Récepteurs impliqués dans 1’adhésion et 1a transmigration.........eeeeeeeveeeeeineeeenn.. 27
Récepteurs des immunoglobulines........eeeeuveeeieeueeiiiiiiiiiiiiiiiieieiieieeeieeeeiieen 30
Récepteurs pour le cCOMPIEMENT...cciiiiiueeriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeieeeeeeeeeeeiiieeee, 31
Récepteurs pour les hématopoiétines 11.-3, I[L.-5, GM-CSF.......ccocooiiiiiiiiiiinnnnnnn. 32
Récepteurs pour 1es chémOKINES. ..ooouuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeiiiiieeeeeeeeeeeiiieeeeenn 38

Autres récepteurs couplés a des protéines G......oooveevveeiieieeieieiiiiiiiiiieiiiieieieeenns 44

Autres récepteurs non couplés a des protéines Gu.uuvvveveeveeeieiueeeeieeeeiiiiiiiiieeeeeennn. 49

OFIGINIC vttt ettt e ettt e e oot ettt eeeeeeeeeeeitteeeeeeeeeeeeistreeeeeeeeeeainns 54
Mécanismes de différenciation et de régulation........ccueeeeeeeiiiiiiiieeeeiiiiiiiiiiiiiieeen. 54
M¢écanismes de mobilisation vers le sang et 1eS tiSSUS......vveeevuveeeieeireeiiiiiiiiieieieenn. 58

La réaction inflammaQiOire. ............oooooooiiiiiieiiieieieeeieeeeeeeeeee ettt ee e e e et e e eeeeeeeeeeeeeeaeeas 61
Rappel @ENEral........ccueviiiueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee et 61




Aspect morphologique de la réaction inflammatoire............e.eeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeenes 61

La dynamique de la réaction inflammatoire.........coeeeeeeeuveeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeieenenne, 62
Co0peration CEHUIAITE. ...eveeuerieiiiiiiiieieiiiieeeeeee et eeieeeeeeeee e 67
RECRUTEMENT, ACTION ET DEVENIR DES EOSINOPHILES .1vvvviiiiiiiieiiiiiiieiiiiieeeieiiieieeeiieieeeeieeeeeieeeeeeeeens, 73
Déplacement des é0SINOPAILES..............ooooeeeeeiieeeeeoieiieiiiiieeiiieieeiieeeeieeeeeeeeeaennn 73
Recrutement des €0SINOPNILES. ..uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeeeeeeeeieeeee et 73
Attachement primaire et « TOIING M ...coeeuveeeiieiiiiiiieiiiiiiieiieieeeieeeeeieeeeeeeeeee 74

€8 SElECHIMES . uuuveiiiiiiiiiiiiiiiieiiiee ettt eeeee ettt eeeeee e e e e 74
€S INEEGIINES. c.uvveeiiiiiiiieeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eeeee e 75
AdhESION fOIMNIE..uuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie et 76
Régulation du reCrut@mMent. ........eeeeueeeeiieiiiiiieiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeee e 78
Variations de I’expression des molécules endothéliales : P-sélectine, VCAM-1 et
TCAM T it 80
Régulation des sélectines et intégrines des €0Sinophiles.....ccuvvvveeeiiiiiiivvvveennnn... 81
IMAGTAtION. ettt eee e e et e e e eetaeeeenns 86
Mécanismes de transmigration endothéliale.......ccvvvviiiiiiiiuveeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieiennnnns 86
Mécanismes de transmigration transépithéliale..........ccovvveeevvveeeeeiiveeiiiiiiieiiiirvenennn, 93
Roles des facteurs chémoattractants........oeeveveeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeiiiiiiiieeeeeeeieene, 93
Boucles d’amplification de la production des facteurs chémoattractants............. 96
Action et devenir des é0STROPATLCS.............oooooeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiieeieeeeeeaen 99
Produits de synthése des €0SINOPhileS.......ccuvveiiieiuueeiiieiiiiiieeieiieeeiieeeeeieeeeeeeen 99
MEdIateurs IPIdIQUES. . .ceeiiiiiiieieiiiiiiiieieeiiee et 99
RadiCAUX OXY@ENES...uvveiiiiuiiiiiiiiiiiieieiieeeeeeeeeeeee et 102
Les protéines / polypeptides...ouuiiiiieeueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeieiiiiieeee et 103
Les protéines CYLOtOXIQUES. .uveeeeeureeeiieieeeeieittieeeeeitieieeeieieeeeeeeieeeeeeeieeeeeeiieeeeeennns 103
LS CNZYINICS . .uuuettteeiieieeeieieeeeiiittettttttttttttttetttttteteeeataeeeeeaeaeeees 104
€S CYLOKIN@S . .uveiiiiitiiieeeiiieeeeeeeeeeeeeeeee ettt eeeee e 104
Les chémokines (Tableau 6)........ovieeeveiiiieieiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeeeeeeen, 108
Les facteurs de CroiSSANCE. ....uviieureieiieiiiieieeiiiiieeeieieeeeeeee e eeieeeeennns 109
Modes de libération de subStances aCtiVeS....coouuveeieieiiiiiiieieiiiieeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeiiieeeeee, 111
EXOCYEOSC e iiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 111
« Dégranulation par BOULS M......cceeeueeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeiiiieeeeee e ee e, 114
CVLOLYSE ittt eiieeeeans 119
Roles et devenir des E0SINOPNILES. . .uuuuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiieiieeieee e 121
L’éosinophile : cellule immunorégulatrice.....oouueeeeeieeeeeiiieieiieiiiiiiieiiieeeeiieeeenns 121

Cellule présentatrice d’antigeNe......uuieieeeereeeiieiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeiiiieeieeeeeeeiiiiieee, 121
Communication CellUlaIre. ......eeeeuueeiieeiiiiiiiiiiiieeeieieeeeeeeeeeeeeeeeiee e, 124
L apOPtOSC. iiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeee e 126
Mécanismes conduisant a 1’apoptose des €osinophiles..........ceeevrveeeeievveeeennnnn... 126
Les S1gNAUX A€ SUIVIC..uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieiiiiiiiiieeeeeeeeeiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeineeees 130

DEUXIEME PARTIE :
PLACE DES EOSINOPHILES DANS LES REPONSES ANTIPARASITAIRES DE

L ORGANISME....ccc0eeeersureecerssnseecsssasssccssanssscessnnsssesssnssssassansasesssnnsssesssassssssssasssssssansssssssasssses 137
LES REACTIONS INFLAMMATOIRES D’ ORIGINE PARASITAIRE...vvvvvveeseseseseessessseseeesessesseesseeeseseseeseeeeeeees 139
A e R L U 139
Diversité des eSpeces de ParaSitesS.......ueueeiiiiiieiueeeiiiieiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiieiieeeeeeeiniieee, 139
Particularités des cycles et CONSEQUENCES. ...cuvvvviiieureeiiiiiiiiiiiiiiieeeiieeeeeiieeeeeaennn 140
LaVO0I€ A @NIE@.. it 140

L8 MI@IAtION. cuteiiiiiiiiiie ettt eee e eeaeeeeans 141




Enkystement des larves et migration €ITatigUeE. ... ... uuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenes 144

La réaction organisée de ['ROte...........cocoovvvveiiiiiiiiioiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiieiiiieeeeeenn 145
Lymphocytes B €t antiCOIPS....ueeeiereeeiiieuieiieieiiiiieeeiiieeeeeiieeeeeeeeeeeeieee e 145
SYNthESE dES I Guuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt eee e 145
Diversité anti@eniqUe. .....ueeeeeueeeeeiieeeeeeeitiiieeieiieeeeeeiieeeeeeieeeeeieeeeeeieeeeeeiieeeeenns 146

Ig et helminthiaseS. . ooeuuueeieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeieeeee et 147
Réponse cellulaire 10rs de parasitOSe. ... .ceuueeeeeeeueeeeieeeieieeieieeieeeieeeeeeeeeeeieeeeenne 150
LE RECRUTEMENT DES EOSINOPHILES LORS DES PARASITOSES ..ieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiieieieeiieieeeennn, 153
Cinétique de [’éosinophilie pendant la migration parasit@ive..........................c........... 153
Induction des éosinophilies sanguine et tiSSUlAIre........cceeieeveeeeeieeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeiennnens 153
Délai d’apparition des afflux 1eUCOCYLAITeS. ...uveeieueeieeiiiiiieiiiieiieieiieieeeeieeeeeiiieeens 154
Corrélation avec 18 ProteCtioN. . ooeuueeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieieiiiiieeeeeeeeeeieeeeeeeeeeiiieeee 156
Le recrutement des é0sinophiles via I'IL-5...........cccoooooeeeeeeeeeeeooiiiieeieiieeieeeeeeeenn. 158
Chez 168 NEMAtOAES. .uuuveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeiieeeeee et eeeeeeieeeeeeeeeeiiieeeeen 158
L°IL-5 et Pimmunit€ iNNE€.....ceieureeeeiiieiieiieiiiiiieeeiiiieeeeiieeeeieee e 158
L’IL-5 et Pimmunité aCqUISE..cuuuuureeieeiiiiiiiiiieiiieeeeieieiiiiiieeeeeeeeiieeeeeeeeeieiiiieeeen 161
Mod¢le murin : influence de la génétique de I’hote.....uvveeeeveeeiieeeiiiiiiiiiiieiiennn 164
Chez les Trématodes et les CeStOdes.....ouuiiiiuuurmiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiieiiiiiieeeeeeeeeieene, 167
Autres médiateurs implGUES. .............c..ooooeeeeeeieieeiiiieeieiiieeeieeeeeeeeeeieeeeieeeen 169
Autres interleukines chez les NématodesS......uuveeeeeiiiiiiuueeeiiieiiiiiiiiiiiiiieeeeeieeiieeeen, 169
Chémoattractants chez les Nématodes........eeeeveeeeieeuveieiiiiiiiieieieeeieeeeieeeeieeeenn 174
Le granulome éosinophilique et 1a SchiStOSOMIASE.....ccovvvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeiieee 179
CONSEQUENCES DE LA PRESENCE DES EOSINOPHILES .. .eteteeereeeeeeeeerereeeeeeeeeeeereeeeeereeeeereeeeeeeeeeeeeeeiees: 184

POUFr LROLO. .o 184
Role des éosinophiles dans I’encapsulation et I’eXpulSion........ooeeeeeeiiieeiiiieiiiennneeeen. 184

Role des éosinophiles dans la destruction des parasiteS.........eeeeeeeevveeeeeeeeeiiiiieeveeennn. 188
Produits de dégranulations des é0SINOPNIleS.......cceeuveeeieeiueeiiiiiiiiiiieiiiieeeiiiieeenne 188
Conditions nécessaires a 1a dégranulation..........coeeeeuveeveeeiieiiiiiiiiieiieeeeeiiiiiieeeene. 197

TG €t ADCC ittt 199

AUreS lIgandS...uuuuiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeieee et 201

Devenir des 0SINOPNILES. ....vvviieieeiiiiiiiiiiiieiiiiiieeiieeeeeee e 204

Pour e parasite.........oooooouevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieeeeeeee e 205

La variabilit€ anti@éniqUe.......couueeeeieueeiiiiiuiiiiiieiieieeeeieieeeeiieeeeeieeeeeeeeee e 205

Les produits d’Excrétion-Sécrétion des parasites.......oceueeeeeeeeiieiiiiueeeiiieeeeiiiiirvvnene. 206
CONCLUSION...c00eeeeeesnsececssnsseccsssnssscsssnssscesssssssccssansssesssasssssssssssssssssnsssesssasssssssansssssssanssssssss 214
BIBLIOGRAPHIE 218
ANNEXE 266

LISTE DES ILLUSTRATIONS

Figure 1 : Evénements transductionnels induits dans 1’éosinophile par Ia 28

reconnaissance de I’IL-5. (d'apres 108).

Figure 2 : Hypothéeses d'activation et de devenir de IL-5 R d’apres (1) : 271, 30



Figure 3 :

Figure 4 :

Figure 5 :

Figure 6 :
Figure 7 :
Figure 8 :

Figure 9 :

Figure 10 :

Figure 11 :

Figure 12 :
Figure 13 :

Figure 14 :

Figure 15 :

Figure 16 :

Figure 17 :

Figure 18 :

Figure 19 :

246, 247 et (2) : 246, 247.

Modeles de régulation de la fonction de récepteur de type CCR3 par

différents mécanismes.
Récepteurs et voies de transduction pour PgD2 dans 1’éosinophile.

Types de récepteurs présents a la surface des éosinophiles et rdles

associés.

L'éosinopoicse.

Cascade du complément,|voie alternelet voie classique.

De l'acide arachidonique aux lipides bioactifs.
M¢écanismes de coopération cellulaire impliquant les €osinophiles.
Le recrutement des €osinophiles sur le site inflammatoire.

Régulation de 1’expression des molécules d’adhésion endothéliales

lors du recrutement des éosinophiles par les cytokines.
Transmigration des €osinophiles au travers de 1’endothélium.
Voies de synthése des médiateurs lipidiques et régulation.

Les différents types de fusion au cours de I’exocytose de
I’€osinophile (d’apres 173).

Cytolyse des éosinophiles : libération en deux temps du contenu

granulaire.

Roéle de CPA (cellules présentatrice d’antigéne) des é€osinophiles.

Présentation de 1’antigéne aux lymphocytes T (LT).
Principaux mécanismes inducteurs de 1’apoptose des €éosinophiles.

Meécanismes de transduction de I'IL-5 dans les ¢€osinophiles

conduisant a une survie cellulaire.

Place des éosinophiles dans les réponses inflammatoire et immune.

34

38

42

44

52

54

58

66

68

76

88

100

106

110

116

120

122

10


http://www.rapport-gratuit.com/

Figure 20 :

Figure 21 :

Figure 22 :

Figure 23 :

Figure 24 :

Figure 25 :

Tableau 1 :

Tableau 2 :

Tableau 3 :

Tableau 4 :

Immunité humorale et cellulaire dans le cas des infestations

parasitaires.

Place de I’'IL-4 dans des infestations parasitaires par des Nématodes
(L. sigmodontis, B. malayi, N. brasiliensis, O. volvulus) induites

expérimentalemnt chez la souris.

Intervention de facteurs chémoattractants autres que les IL-4 et IL-5
dans le recrutement des éosinophiles lors d’infestation parasitaire par

des Nématodes.

Coopération entre éosinophiles, macrophages et neutrophiles lors
d’infestation primaire et secondaire par Litomosoides sigmodontis

chez la souris.

Meécanismes de dégranulation sélective des €osinophiles et d’ADCC

(Antibody Dependent Cell Cytotoxicity).

Modalités d’adhésion des éosinophiles aux parasites et dégranulation

consécutive.

Quelques espéces animales chez lesquelles les éosinophiles ont été

identifiés (d’aprés 149).
Molécules impliquées dans I’adhésion des éosinophiles.

Effets des facteurs de multiplication, de différenciation et de

mobilisation sur les précurseurs identifiés chez les €éosinophiles.

Facteurs de régulation (cytokines et chémokines) de I’expression des
protéines d’adhésion de [’éosinophile et conséquences sur le

recrutement.

136

158

164

172

184

188

20

24

48

72

11



Tableau 5 :

Tableau 6 :

Tableau 7 :

Tableau 8 :

Tableau 9 :

Tableau 10 :

Tableau 11 :

Tableau 12 :

Facteurs chémoattractants impliqués dans la migration tissulaire des

€osinophiles.

Production de cytokines, chémokines et facteurs de croissance par les

¢osinophiles sanguins ou tissulaires.

Tableau récapitulatif des voies d’entrée, migration et localisation

finale des parasites (d’apres 278).

Tableau récapitulatif des effets de I’IL-5 sur I’hote et le parasite chez
des souris IL-5 KO (souris knock-out pour le gene de I'IL-5), IL-5Tr
(souris transgéniques pour le géne de I’IL-5), traitées par un Ac anti
IL-5 (anticorps anti IL-5) en comparaison avec des souris sauvages

au cours des différents modeles d’infestation primaire et secondaire.

Mode¢le murin : effet du statut génique des souris lors d’infestation

par Litomosoides sigmodontis.

Formation d’un granulome de type 2 induit par une infestation
parasitaire : effets des différents types de cytokines sur la taille du
granulome et sur D’expression des chémokines induisant le

recrutement cellulaire (d’apres 72).

Conséquences in vitro et in vivo des produits cytotoxiques de
dégranulation des éosinophiles lors d’infestations par des trématodes
(S. mansoni) ou des Nématodes (7richinella, Strongyloides, Ascaris,

Nippostrongylus, filaires, ankylostomes).

Effets d’échappement du parasite aux défenses de 1’hdte en fonction

des produits d’Excrétion-Sécrétion.

80

94

130

150

152

168

182

194

12



LISTE DES ABREVIATIONS

Ac : anticorps

Acm : anticorps monoclonal

ADCC : antibody dependent cellular (ou cell-mediated) cytotoxicity
Ag : antigéne

AP-1 : activator protein-1

Apafs : apoptotic protease activation factor

ARNmMm : acide ribonucléique messager

BLTR : récepteur pour le leucotriene B4

BP : binding protein

C3a/C4a/C5a : complément 3a/4a/5a anaphylatoxin
C3aR/C4aR/C5aR : récepteur pour C3a/C4a/C5a
CLC : cristal de Charcot-Leyden

CD : cluster of differenciation

CFU : colony forming unit

CGRP : calcitonin gene-related peptide

COX : cyclooxygénases

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CPA : cellule présentatrice d’antigene

ECEF : eosinophil chemotactic factor

ECF-A : eosinophil chemotactic factor of anaphylaxis
ECF-L : eosinophil chemotactic factor-lectine

ECP : eosinophil cationic protein

EDN : ecosinophil-derived neurotoxin

EGF : growth factor

ENOS : endothelial nitric oxide synthases

Eo-CFU : eosinophils colony forming unit
Eo/B-CFU : eosinophils/basophils colony forming unit
EoSVs : eosinophil sombrero vesicles

EPO : eosinophil peroxidase

EPX : eosinophil protein X

ERK 1/2 : extracellular signal-regulated kinase 1/2



ETE : 6E,8Z,11Z,14Z-eicosatetraenoic acid

FADD : fas-associated death domain

FAK : focal adhesion kinase

FLAP : 5-lipoxygénase-activating protein

fMLP : N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine

GATA : guanine-adénine-thymine-adénine

G-CSF : granulocyte colony stimulating factor

GlyCAM : glycosylation-dependent cell adhesion molecule
GM-CFU : neutrophile/macrophage colony forming unit
GM-CSF : granulocyte macrophage colony stimulating factor
GRO : growth-related oncogene

GST : glutathione S-transferase

HBEC : human bronchial epithelial cell

HB-EGF : heparin-binding, epidermal growth factor-like growth factor
HD : hote définitif

HETE : hydroxyeicosatetraenoic acid

HI : hote intermédiaire

HLA : human leukocyte antigen

HPMEC : human Pulmonary microvascular endothelial cells
HPETE : hydroxyeicosapentanoic acid

HS : hypersensibilité

HUVEC : human umbilical vein endothelial cells

ICAM : intercellular adhesion molecule

IFN : interferon

Ig : immunoglobuline

IL : interleukine

IL-xR : récepteur de I’interleukine x

INOS : induced nitric oxide synthases

IP-10 : IFNy-inducible protein-10

JAK : Janus kinases

JNK : c-jun NH,-terminal kinase

KO : knock-out pour le géne concerné

LB : lymphocytes B

LBA : lavage broncho-alvéolaire

14



LCEF : lymphocyte chemoattractant factor

LCR : liquide céphalo-rachidien

LFA : leukocyte function-associated antigen

LMO : larva migrans oculaire

LMY : larva migrans viscérale

LPS : lipopolysaccharide

LT : lymphocyte T

LT B4, C4, D4, E4 : leucotriene B4, C4, D4, E4
LTh : lymphocytes T helper

LXA4, B4, C4, D4, E4 : lipoxine A4, B4, C4, D4, E4
Mac : macrophage cell-surface protein

MAdCAM-1 : mucosal adressin cell adhesion molecule-1
MAPK : mitogen-activated protein kinase

MBP : major basic protein

MCP : monocyte chemotactic protein

MDC : monocyte/macrophage-derived chemokine
MEK : mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase kinase
MGG : May-Griinwald-Giemsa

MIF : macrophage migration inhibitory factor

Mig : monokine induced by IFNy

MIP : macrophage inflammatory protein

MMP : métalloprotéinases de la matrice

NADP : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NFAT : nuclear factor of activated T cell

NGF : nerve growth factor

NIF : neutrophil inhibitory factor

NK : natural killer

NO : nitric oxide

NOS : nitric oxide synthases

NT-3 : neurotrophin-3

PAF : platelet-activating factor

PAFR : platelet-activating factor receptor

PAR-2 : protease activated receptor-2

PDGEF : platelet-derived growth factor

15



PECAM : platelet/endothelial cell adhesion molecule

PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase

PKA : protéines kinases A

PKC : protéines kinases C

Pg : prostaglandine

PLA2 : phospholipase A2

PPD : purified protein derivative of mycobacteria

PSGL-1 : P-sélectine glycoprotein ligand-1

PTX : pertussis toxin

RANTES : regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted
REG : réticulum endoplasmique granuleux

ROCK : Rho-associated protein kinase

ROS : reactive oxygen species = radicaux oxygénés actifs

SCEF : stem cell factor

SEA : schistosomal soluble egg antigen

SH2 : Src homology domain 2

SH3 : Src homology domain 3

SHPTP-2 : Src homology 2 phosphatase 2 tyrosine phosphatase
sIL-13Ra2-Fc : soluble IL-13 receptor a2-Fc fusion protein
SNC : systeme nerveux central

SP : substance P

STAT-x : signal transducer and activator of transcription-x
TARC : thymus activation-related chemokine

TcR : T cell receptor

TGF : transforming growth factor

TNF : tumor necrosis factor

TNFR : tumor necrosis factor receptor

Tr : transgénique pour le géne concerné

TPE : tropical pulmonary eosinophilia (¢osinophilie pulmonaire tropicale)
TRADD : tumor necrosis factor receptor 1-associated death domain protein
TX : thromboxane

VCAM : vascular cell adhesion molecule

VEGEF : vascular endothelial growth factor

VIP : vasoactive intestinal peptide

16



VLA : very late antigen

INTRODUCTION

17



18



Les éosinophiles ne représentent la plupart du temps qu’une faible proportion de la
population leucocytaire sanguine et leur afflux a longtemps été synonyme de réaction
allergique ou parasitaire. Lors de ces derni¢res, une augmentation de la population des
¢osinophiles refléte souvent une infestation installée, mais il est possible qu’ils interviennent
aussi dans I’initiation ou le contrdle des maladies parasitaires. Par ailleurs, 1’intérét porté a la
compréhension du mécanisme des allergies, en particulier de 1’asthme, a fait de ces
granulocytes un nouveau sujet d’étude pour les scientifiques. Ils participent en fait a de
nombreuses réactions inflammatoires au sein desquelles leurs roles sont variés.

Dans la premiére partie, nous présenterons la place de 1’éosinophile dans les processus
inflammatoires. Le recrutement puis la transmigration de ces granulocytes dotés de nombreux
récepteurs membranaires aboutit a leur présence sur les sites inflammatoires. Ils peuvent alors
libérer leurs produits de synthése et participer aux défenses de I’organisme avec les autres
leucocytes. Ils subissent ensuite 1’apoptose, mort cellulaire programmée qui assure leur
disparition sans dégats collatéraux.

La seconde partie illustrera le réle des €osinophiles dans certaines helminthiases,
causes majeures de morbidité et de mortalit¢ dans le monde. La grande diversité des cycles
parasitaires est a mettre en parallele avec la variabilité du recrutement des €osinophiles. Ils
cooperent avec les autres leucocytes impliqués dans les réactions antiparasitaires et participent
a la séquestration des parasites. Ils peuvent aussi dégranuler, prenant part a la destruction des
formes parasitaires en libérant leurs produits toxiques. Nous verrons que leurs roles ne sont

pas toujours bien élucidés.
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PREMIERE PARTIE :
Place des €osinophiles dans la réaction inflammatoire :

aspect cellulaire et moléculaire
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L'éosinophile et sa place dans la réaction inflammatoire

L’éosinophile|

Structure

Cellule

Ehrlich est le premier a avoir eu 1’idée de faire agir des substances colorantes sur le
frottis de sang de diverses espéces animales. Il a utilisé en particulier le colorant triacide
(orange G, fuchsine et éosine) qui, chargé négativement, colore les substances basiques et
cationiques. La cellule présentant des granulations retenant 1’éosine a été qualifiée de
polynucléaire €osinophile [157]. Coloré au MGG (May-Griinwald-Giemsa), les granulations
sont orange-rouge et les €osinophiles ont ¢été identifiés chez les mammiferes et les non-

mammiferes (Tableau 1).

C’est un granulocyte de 6 a 18 pum selon les espéces [137]. Chez I’homme,
I’éosinophile mesure environ 8 pm [149] et présente un noyau généralement bilobé mais
parfois avec trois ou quatre lobes [149]. En microscopie €lectronique, on a pu identifier une
structure classique de cellule: membrane plasmique, REG (réticulum endoplasmique
granuleux), noyau, centriole, appareil de Golgi et mitochondries en petit nombre [333], ainsi
que des structures plus spécifiques a 1’éosinophile : glycogene, granules variés, organelles
vesiculotubulaires chez le chat [137]. Un cytosquelette important est aussi présent, avec de
nombreux microfilaments et microtubules qui facilitent le déplacement de la cellule ;
I’¢osinophile est une cellule motile de fagon active.

Une caractéristique essentielle de ce granulocyte est la présence de nombreux granules
sphériques ou ovoides qui occupent environ 1/5 du cytoplasme [149]. Ces granulations
présentent des variations interspécifiques : chez le cheval, elles sont rondes a ovales et
volumineuses (2 a 5 um) ; chez les chats, elles sont en batonnet ; et chez le chien, elles sont
parfois difficilement visibles car elles sont vacuolées. Ces granulations éosinophiles mesurent
de 0,5 a 1 pm en moyenne. Chez I’homme, il y a environ 20 granules qui sont sphériques ou

ovoides [456].
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Tableau 1 : Quelques espéces animales chez lesquelles les éosinophiles ont été identifiés
(d’apres 149).

Mammiféres Amp.hibiens, oisgaux,
poissons, reptiles
Buffle Bar
Chameau Carpe
Félins : chat, lion, tigre Poulet
Hamster Canard
Vache Grenouille
Chien Loche
Cobaye Tanche
Cheval Pigeon
Gerbille de Mongolie Alligator américain
Souris Lézard
Opossum Tortue
Primates
Lapin
Rat
Daim
Yack




Quatre populations distinctes de granules ont ét¢ identifiées [149, 456] :

*Les granules secondaires ou granules spécifiques : ont un important noyau cristalloide,
parfois périphérique comme chez le chat [137], qui contient la MBP (Major Basic Protein)
(chez le chien, le rat, la souris, le cochon, le cobaye et le singe). Des granules spécifiques avec
plusieurs noyaux ont été observés mais sont rares. De plus, des protéines cationiques
hautement chargées (ECP (Eosinophil Cationic Protein), EPO (Eosinophil Peroxidase), EDN
(Eosinophil-Derived Neurotoxin) appelée aussi EPX (Eosinophil Protein X)) sont localisées
dans la matrice non cristalloide, qui est moins « électron dense » que le noyau, en compagnie
de nombreuses cytokines. Il y a des différences de morphologie de ces granules entre
différentes especes : présence d’un noyau a structure pseudomyélinique plutot que cristalloide
chez le chat [137] alors que chez les ruminants, le cheval, le vison ou le gorille les granules

perdent leur noyau central et sont homogenes.

*Les petits granules : ont été identifiés uniquement dans les €osinophiles tissulaires chez

I’homme ; ils sont peu étudiés en comparaison avec les autres familles de granules.

*Les granules primaires : représentent 5% du total des granules. Ils sont sphériques, de taille

variable et sans noyau discernable. Ce sont les seuls dans lesquels le cristal de Charcot-
Leyden, protéine hydrophobe de structure bipyramidale [115, 149], a été identifié. Les
granules primaires sont reconnaissables des granules spécifiques par leur absence de noyau et

leur taille souvent plus importante.

*Les corps lipidiques : Ils n’ont pas de membrane délimitante mais posseédent une matrice

membraneuse en « rayon de miel ». Il y en a en général 5 quand I’éosinophile est au repos
mais leur nombre peut augmenter quand la cellule est activée. Ce sont des organelles encore
assez énigmatiques dans leur formation et dans leurs fonctions [24]. Ils sont sphériques,
mesurent de 0,5 a 2 um et sont « électron dense ». Ils constituent la principale réserve d’acide

arachidonique et d’enzymes nécessaires a la production de leucotriénes et de prostaglandines.

Par ailleurs, au-dela des variations interspécifiques, de nombreuses études ont mis en
¢vidence une hétérogénéité morphologique intraspécifique qui semblerait étre liée a la
fonction de 1’éosinophile.

Les éosinophiles présentent aussi une hétérogénéité physique. On trouve essentiellement trois

populations différentes d’€osinophiles,-classées selon leur réponse ajun-stimulus et leur
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densité : on les qualifie de normo- ou hypo- denses. On considére actuellement que 90%
d’¢osinophiles purifiés chez des donneurs normaux sont du phénotype dit normodense.

Chez les patients atteints de maladies allergiques, parasitaires ou tumorales, on trouve
des éosinophiles hypodenses en plus grande quantité que chez les patients sains. Ce sont des
¢osinophiles distribués aux fractions de plus faible densité que la normale dans des gradients
de Percoll ou de Metrizamide [265, 343]. Ces ¢éosinophiles hypodenses, typiquement
vacuolés, contiennent plus de corps lipidiques et expriment moins de MBP que les
¢osinophiles normodenses [343]. En outre, ils sont « lucents », c’est-a-dire qu’ils sont
virtuellement vides [137] indiquant ainsi leur niveau de dégranulation. La morphologie des
granules elle-méme est modifiée : les granules sont plus petits (mais leur nombre absolu est le
méme que dans les éosinophiles normodenses), occupent moins de volume (19,7% a 33,1%)
et sont plus denses électroniquement [149, 343]. Bien que cette population d’éosinophiles ne
soit pas toujours mise en évidence dans les ¢osinophilies associées a ces pathologies, on peut
penser que leur nombre est positivement corrélé au degré d’€osinophilie [149] mais ce n’est
pas toujours le cas. Le mécanisme inducteur de 1’hypodensité n’est donc pas le méme que
celui qui favorise I’€osinopoiese.

Une troisiéme population est identifiable : ce sont des €osinophiles dits « primés »,
c’est-a-dire qui répondent a un stimulus qui a peu ou pas d’effet seul mais qui augmente la
réponse a un second agent, comme nous le verrons par exemple, lors de I’étude de la

migration des éosinophiles.

Les récepteurs membranaires

La trés grande variabilité¢ des récepteurs présents a la surface des €osinophiles laisse
supposer que ces granulocytes ont de nombreuses fonctions. Cependant, 1’éosinophile est une
cellule encore pleine de mystere et il n’est le centre de recherches actives que depuis peu.
Aussi, certaines interactions ne sont pas encore bien comprises car les récepteurs ne sont pas
fermement identifiés.

Nous décrivons ici, rapidement et non exhaustivement, les différents types de
récepteurs en fonction de la nature de leurs ligands. Les récepteurs membranaires couplés a
des protéines G font partie de la famille des récepteurs possédant sept domaines

transmembranaires.
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Récepteurs impliqués dans I’adhésion et la

transmigration

Les ¢osinophiles sont des cellules présentes dans le sang et dans les tissus. Ils
possedent donc des récepteurs permettant I’adhésion puis la transmigration afin de pouvoir

circuler d’un secteur a 1’autre.

Les sélectines présentes sur les €¢osinophiles sont les L-sélectines (CD62L : cluster of
différenciation 62L). Les sélectines agissent avec des ligands de type glycoconjugué présents
sur les cellules endothéliales tels que CD34, MadCAM-1 (mucosal adressin cell adhesion
molecule-1) et GlyCAM-1 (glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1). D’autre part,
les ¢€osinophiles possédent aussi des glycoconjugués tels que le PSGL-1 (P-sélectine
glycoprotein ligand-1) qui interagissent spécifiquement avec les P et E sélectines
endothéliales. Ces deux couples d’interactions membranaires entre €osinophiles et cellules
endothéliales sont les premicres a se mettre en place dans les phénomenes d’adhésion et de
margination des leucocytes sur I’endothélium [149, 420] (cf infra).

Les intégrines sont des protéines transmembranaires hétérodimériques (o-f) classées
en trois catégories selon le type principal de la chaine . Elles se lient a des récepteurs
protéiniques de la superfamille des immunoglobulines présents sur les cellules endothéliales
(VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1),
ICAM-2, ICAM-3, PECAM-1 (platelet/endothelial cell adhesion molecule-1) et interagissent
aussi avec des protéines de la matrice extracellulaire comme la fibronectine et la laminine.
Les ¢€osinophiles expriment essentiellement des Bl intégrines (VLA-2 (very late antigen-2)
(a2p1, CD29/CD49b), VLA-4 (04B1, CD29/CD49d), VLA-5 (a5B1, CD29/CD49¢), VLA-6
(a6p1, CD29/CD49f) ) et des B2 intégrines (Mac-1 (macrophage cell-surface protein-1)
(aMB2, CDI11b/CD18, CR3), LFA-1 (leukocyte function-associated antigen-1)
(CD11a/CD18, oLp2), CR4 (aXp2, CDI11c¢/CD18) en contact avec les protéines du
cytosquelette. D’autres intégrines sont plus rarement identifiées (047, adf2). D’autre part,
les ¢éosinophiles présentent également des récepteurs de la superfamille des Ig
(immunoglobulines) (PECAM-1 (CD31), ICAM-3) qui se combinent aux 1 et B3 intégrines
des cellules endothéliales [149]. Ces deux autres types d’interaction membranaire
(intégrines/récepteurs de la superfamille des Ig) se mettent en place postérieurement aux

couples d’interactions précédents et assurent un ancrage stable des leucocytes sur
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I’endothélium et permettent des stimulations cellulaires réciproques entrainant la rétraction

des cellules endothéliales et I’agrandissement des pores endothéliaux ainsi que la déformation
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Tableau 2 : Molécules impliquées dans I'adhésion des éosinophiles.

Protéines d’adhésion
membranaire de
I’éosinophile

Interactions moléculaires

Fonctions

L-sélectine (CD62L)

Glycoconjugués (PSGL-1)

Glycoconjugués des cellules
endothéliales (CD34, GlyCAM-1,
MadCAM-1)

P-et E- sélectine des cellules
endothéliales

Attachement primaire
et rolling

B1 intégrines :
VLA-2 (a2p1,
CD29/CD49b)
VLA-4 (a4p1,
CD29/CD49d)
VLA-5 (a581,
CD29/CD49%e)
VLA-6 (061,
CD29/CD49f)

B2 intégrines :
Mac-1 (aMp2,
CD11b/CD18, CR3)
LFA-1 (aLB2,
CD11a/CD18)
CR4 (aXp2,
CD11¢/CD18, p150,95)
adp2

a4B7 (CD49d/CD103)

Protéines de la superfamille
des immunoglobulines :
PECAM-1
ICAM-3
ICAM-1

v' Protéines de la superfamille
des immunoglobulines des
cellules endothéliales
(VCAM-1, MadCAM-1, ICAM-
2, PECAM-1)

v" Protéines de la matrice
extracellulaire (fibronectine,
laminines)

v" Protéines de la superfamille
des immunoglobulines des
cellules endothéliales (ICAM-
1(CD54), ICAM-2, ICAM-3,
VCAM-1)

v" Protéines du cytosquelette
(caténine)

Fibronectine, VCAM-1 ; MadCAM-1

v" B1 et B3 intégrines des
cellules endothéliales (VLA-1,
VLA-2, VLA-3)

v" Protéines de la matrice
extracellulaire (collagénes
laminines, fibronectine)

Attachement primaire
et rolling
Adhésion ferme

Adhésion ferme

Attachement primaire
et rolling
Adhésion ferme

Adhésion ferme
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du cytosquelette des leucocytes initiant le phénomene de diapédése. Ce sont les chaines  des

intégrines qui sont responsables de la transduction de ces signaux membranaires (Tableau 2).

Récepteurs des immunoglobulines

v Des IgA :

Mise en évidence en 1988, I’expression membranaire du récepteur Fc pour les IgA, FcaR,
serait due a la présence de domaines particuliers codés par des exons [149]. Son expression
est augmentée chez les sujets allergiques [290]. Ce récepteur est distinct de celui présent a la

surface des granulocytes neutrophiles [290].

v’ DeslgDetIgM:

Peu de travaux portent sur la relation entre les ¢osinophiles et les IgD et IgM. Il semble
qu’il y ait un récepteur Fco (récepteur de 1’IgD) chez I’homme, mais pas de Fcpu (récepteur de

I’IgM) sur les éosinophiles circulant, alors que, in vitro, ils peuvent se lier aux [gM [149].

v Des IgE :
Le récepteur FceRII (CD23), de basse affinité pour les IgE, a d’abord été¢ mis en évidence

dans une des nombreuses études de Capron [149] et, apreés beaucoup de controverses, sa
présence sur les é€osinophiles humains a récemment été confirmée. Les deux isoformes
connues sont exprimées par les €¢osinophiles [366, 405].

Chez I’homme, on a aussi trouvé FceRI qui lie les IgE avec beaucoup d’affinité [406]. Enfin,
la Mac-2, molécule de type lectine homologue de I’¢ BP (Binding Protein) du rat, se lie avec
peu d’affinité aux IgE et posséde un role dans la cytotoxicité contre les parasites [440].

Ces trois récepteurs pour les IgE ne sont pas toujours conjointement exprimés a la surface
des éosinophiles. Leur expression semble dépendre du type de pathologie étudiée et de
I’espece. Ainsi, ils sont présents sur les €osinophiles hypodenses [60, 149, 366] d’individus
allergiques mais pas sur ceux des individus normaux [149, 366]. En fait, les études mettant en
¢vidence des récepteurs pour les IgE sur les €osinophiles utilisent principalement des cellules
de donneurs atteints d’une éosinophilie marquée. Il semblerait judicieux d’utiliser plus
souvent des cellules de sujets sains ou atteints de pathologies associées a des €éosinophilies
faibles a modérées (infestations parasitaires...) chez lesquels on suppose actuellement que les

¢osinophiles n’expriment pas ou peu de récepteurs pour les IgE [208].
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Par ailleurs, 1’é¢tude de De Andres et al. [90] sur les éosinophiles de souris montre une
grande différence avec I’homme : ils ne présentent pas a leur surface les récepteurs pour les

IgE et sont donc de mauvais mode¢les d’étude pour I’homme.

v' Des IgG:

FcyRI (CD64) est un récepteur a haute affinité pour les IgG qui n’est exprimé que sur les
monocytes, mais il peut étre induit in vitro sur les éosinophiles humains en présence d’IFNy
(interféron y) [149].

FcyRII (CDw32) est exprimé de fagcon constitutive chez I’homme [149] mais a peu
d’affinité pour les IgG. Il n’existe pas chez le chien [240] au contraire de la souris, chez
laquelle il joue un role dans la voie de 1’apoptose li¢e a fas [89].

FcyRIII (CD16), comme le précédent, a peu d’affinité pour les IgG et est exprimé sur les
¢osinophiles murins [90] mais pas chez le chien [240]. Chez ’homme, il n’est pas exprimeé
constitutivement sur les éosinophiles. Cependant, il est présent sous forme intracellulaire et
peut étre mobilisé de fagon trés transitoire vers la surface cellulaire par des médiateurs tels
que le C5a (Complément 5a anaphylatoxin), la fMLP (N-formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine) et le PAF (platelet-activating factor) [481]. Le role de ce récepteur sur les
¢osinophiles n’est pas bien déterminé mais il se pourrait qu’il serve a neutraliser les IgG

[149].
Récepteurs pour le complément
Le complément est un groupe d’une trentaine de protéines, enzymatiques ou non, formant
une cascade dont le résultat est de favoriser la lyse cellulaire. Les fragments du complément

se lient a des récepteurs de types différents.

v" Récepteurs couplés a des protéines G

Les éosinophiles présentent des récepteurs de surface pour les anaphylatoxines C3a
(Complément 3a anaphylatoxin), C4a (Complément 4a anaphylatoxin) et C5a.
La premicre mise en évidence de la liaison de C3a aux éosinophiles a eu lieu en 1979 [149] et
elle est assurée par C3aR (récepteur pour C3a) [269] qui a été cloné chez I’homme. Il est
similaire a 37% a celui de C5a [12] et est couplé a des protéines G. Cependant, il présente
comme originalité une large boucle extracellulaire entre deux de ses domaines extracellulaires

[12].
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Le C4aR (récepteur de C4a), en revanche, n’est pas bien identifi¢. Certaines études
tendent a montrer que C3a partage son récepteur avec C4a [149], alors que d’autres les
consideérent comme distincts [13]. Le role de C4a dans la fonction des €osinophiles n’est pas
non plus clairement identifié.

Quant au fragment C5a, il peut se lier a son récepteur C5aR (récepteur pour C5a) exprimé
sur les éosinophiles avec une faible ou une forte affinité. Il semblerait qu’il soit différent de
celui des neutrophiles [147]. Cependant, plus récemment, Elsner et al. ont montré que la
population de récepteur pour C5a est homogene a la surface des €osinophiles, quelles que
soient leur provenance et leur densité. Ces auteurs concluent qu’il n’y a qu’un type de
récepteur pour C5a chez ’homme [125]. Enfin, notons que sur les neutrophiles il existe
certainement trois sites d’interaction entre C5a et C5aR, mais cette possibilité n’a pas encore

été étudiée sur les €osinophiles [185].

v" Récepteurs non couplés a des protéines G

CR1 (CD35) exprimé sur les éosinophiles peut se lier a C3b, C4b et iC3b et a Clq, mais il
est peu exprimé sur les éosinophiles non stimulés [149].

CR3 (Mac-1, CD11b/CD18) a d’abord été considéré comme le récepteur de I'un des
fragments du complément : iC3b, [149]. Il s’est finalement révélé étre identique a Mac-1
puisqu’il est inhibé par les mémes anticorps [32] et qu’il appartient a la famille des intégrines.
CR3 est composé de deux sous-unités : aM (CD11b) et 2 (CD18) qui est formée de trois
domaines distincts. Mac-1 peut se lier a ICAM-1 et au fibrinogene.

CR4 partage avec CR3 sa sous-unité B et possede une sous-unité a différente nommée aX

(ou p150,95 ou CD11c¢), mais on ne connait pas encore son role chez les €osinophiles [149].

Récepteurs pour les hématopoiétines IL-3,

IL-5, GM-CSF

Certaines cytokines comme 1’IL-3 (interleukine 3), I’IL-5 et le GM-CSF (granulocyte
macrophage colony stimulating factor) activent les éosinophiles via des récepteurs
hétérodimériques (avec une chaine a distincte qui est le domaine de liaison et une chaine 3

commune (fc) qui est le domaine de signalisation).
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L'expression d'IL-5R (récepteur de I'IL-5) est un événement précoce dans le
programme hématopoiétique €éosinophile [56] et le réle majeur de I’interaction d’IL-5/IL-5R

dans 1’¢osinopoiese sera détaillé ultérieurement.
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Figure 1 : Evenements transductionnels induits dans I'éosinophile par la reconnaissance
de I'lL-5. (d'aprés 108).
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Les effets d'IL-5 sur I'éosinophile humain sont induits aprés liaison a son récepteur IL-
SR présent a la surface des cellules (Figure 1). Il se compose de deux chaines de
glycoprotéine : une chaine a de 60-80 kDa qui confére la spécificité de ligand au récepteur, et
une plus grande chaine B (Bc) de 120-140 kDa, qui est identique a la chaine B des récepteurs
pour I’'IL-3 [296] et pour le GM-CSF [426]. L’IL-5R humain est d'affinité élevée et est peu
exprimé a la surface des €osinophiles [188, 248].

L’affinité de chacune des hématopoiétines est faible pour sa sous unité a spécifique,
mais la formation d’un complexe ligand-récepteur impliquant la sous unité¢ fc augmente
considérablement 1’affinit¢ de chacune pour leur ligand [296]; la compétition des
hématopoiétines par 1’intermédiaire de la sous unité PBc pourrait limiter 1’expansion de
I’activation des éosinophiles [296].

Les voies de signalement ont été beaucoup étudiées depuis que Van der Bruggen ef al.
[446] ont montré pour la premicre fois que la signalisation moléculaire de I’IL-5 chez les
¢osinophiles humains implique a la fois les membres de la famille des JAK (Janus kinases)
(JAK1 et JAK2) et ceux de la famille des STAT (Signal Transducers and Activators of
Transcription) (STAT-5).

Une étude synthétique assez récente des voies de transduction du signal de I’TL-5 a été
publi¢e. Les auteurs rappellent que la signalisation par la queue cytoplasmique de la chaine o
utilise principalement la voie JAK2-STATS, tandis que la signalisation par la chaine Pc
conduit & la cascade de la MAPK (mitogen-activated protein kinase) Ras-Rafl-MEK
(mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase kinase)-ERK
(extracellular signal-regulated kinase)-MAPK aprés interactions avec des tyrosines
phosphatases intracellulaires (SHPTP-2 (Src homology 2 phosphatase 2 tyrosine phosphatase-
2)) et des protéines « dockers » adaptatrices (Shc, Grb2 par exemple) (Figure 1). En outre,
I’IL-5 induit la formation de complexe de signalisation fonctionnel de CrkL avec STAT-5,
complexe qui peut réguler la transcription génique. CrkL, homologue cellulaire du proto-
oncogene v—Crk, contient un domaine SH2 (Src homology domain 2) et deux domaines SH3
(Src homology domain 3) et fait partie de la famille des Crk, dont on sait qu’ils fonctionnent
comme des adaptateurs cellulaires en liant des récepteurs phosphorylés sur la tyrosine (ou
leurs substrats) a des éléments de signalisation plus en aval. CrkL interagit avec des protéines
cellulaires qui ont un rdle central dans la régulation de la prolifération ou de la différenciation
cellulaire. Il peut aussi étre un adaptateur nucléaire pour STAT-5 et aurait un role dans la

génération de signal mitotique. L’auteur.-montre que son activation ‘par, IL-5R peut avoir
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comme conséquence l'activation de C3G, facteur d’échange de la guanine contre la petite

protéine G Rapl, qui active Rafl et initie la cascade de la MAPKs [108]. La cascade
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Figure 2 : Hypothéses d'activation et de devenir de IL-5 R d’aprés (1) : 246, 247, 271

et (2) : 246, 247.
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d’activation des MAPKs met en jeu la phosphorylation des MAP et de différents facteurs de
transcription et mene a des modifications du cytosquelette, a la différenciation et a la
multiplication cellulaire. Les STAT ont un réle de régulation (induction en général) de
I’expression des cytokines et de leurs récepteurs ou d’autres protéines membranaires

d’adhésion.

L’IL-5R est un hétérodimere composé de deux sous unités : IL-5Ra et IL-5Rp. De
récentes études portant sur la régulation de son expression a la surface des €osinophiles
montrent qu’il y a une diminution de I’expression de 1’isoforme membranaire de IL-5Ra
((m)IL-5R o) et une augmentation de I’isoforme hydrosoluble excrétée de cette sous-unité
((s)IL-5R a) [246]. La forme hydrosoluble pourrait provenir du clivage protéolytique de la
forme membranaire [247], et les deux chaines (IL-5Ra et IL-5Rf) constituant I’hétérodimere
IL-5R subissent des mécanismes de régulation (expression et dégradation) distincts [246, 247,
271].

Martinez et al. ont proposé¢ un modele de dégradation protéasomale de la sous unité
IL-5RpB [271]. A P’aide des inhibiteurs de MMP (métalloprotéinases de la matrice) et de
protéasomes, Liu ef al. ont montré qu’effectivement, 1’unité IL-5Rf est clivée par les
protéasomes, apres une endocytose dépendante de MMP [247]. Quant a I'unité IL-5Ra, Liu ef
al. proposent soit qu’elle est endocytosée en compagnie de IL-5RP (et donc dépendant de
MMP), soit qu’elle est libérée par un clivage dépendant de MMP puis subit une dégradation
protéasomale (Figure 2). En conclusion, ils ne s’accordent qu’en partie sur le modele de
désensibilisation hétérotypique : ils observent en outre que, apres une stimulation par 1’IL-5,
les éosinophiles sont activés par le GM-CSF mais pas par I’IL-5. Martinez et al. avaient
montré que, apres stimulation par I’IL-5, les cellules ne répondent plus ni a I’IL-3, ni au GM-
CSF. En conclusion, ce type de désensibilisation a certainement lieu mais de facon transitoire,
et la différence aprés restimulation entre les trois hématopoiétines est li¢e au fait que Pc est

réexprimée alors que o ne I’est pas [247].

Récepteurs pour les chémokines

Les chémokines constituent un groupe de cytokines chémotactiques structurellement

reliées, la plupart du temps basiques. Elles ont des rdles importants dans les processus
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inflammatoires et immunologiques, notamment en raison de leur capacité a recruter les sous-
ensembles sélectifs de leucocytes.

La classification des chémokines a d’abord été faite selon leur activité biologique a
stimuler différentes familles de leucocytes. Ainsi, les CXC chémokines (deux cystéines
distantes dans le site de reconnaissance) étaient considérées comme des médiateurs de
lI'inflammation aigu€ par l'activation de neutrophiles et les CC chémokines (deux cystéines
adjacentes dans le site de reconnaissance) comme des médiateurs de l'inflammation chronique
en attirant des leucocytes tels que des €osinophiles, des monocytes, des lymphocytes, des
basophiles, et des cellules dendritiques. Cependant, des recherches plus récentes ont révélé de
nombreuses exceptions ; par exemple, CXCR3 est exprimé sur les cellules T activées, et des
neutrophiles peuvent étre activés par des CC chémokines apres stimulation avec de 1'[FNy.
Les ¢osinophiles, quant a eux, expriment des récepteurs pour les familles des CC et des CXC
chémokines.

La nomenclature est maintenant bien établie et les chémokines sont divisées en quatre
groupes (CXC, CX3C, CC, et C) selon le nombre de cystéines et leur espacement dans la
séquence d’acides aminés qui les constituent. Les effets spécifiques des chémokines sur leurs
cellules cibles sont transmis via des récepteurs couplés a des protéines G, qui font partie de la

famille de récepteurs possédant sept domaines transmembranaires [298].

v' Récepteurs pour les CC Chémokines

CCRI1 a été le premier récepteur a chémokine identifié. Il a été aussi nommé CKR1, CC
CKR1, CMKBRI1, MIP-1a (Macrophage Inflammatory Protein-1a)/RANTES (regulated on
activation, normal T-cell expressed and secreted). On sait que CCR1 est le récepteur dominant
utilis¢ par MIP-1a [298, 371] et la nature précise de leur interaction a été récemment
identifiée. La portion N-terminale de MIP-la est importante mais non suffisante pour la
liaison a son récepteur [289], certaines parties déterminent la sélectivité de la chémokine alors
que d’autres sont responsables de I’activation directe ou intrinséque du récepteur [336]. MIP-
la interagit d'une fagcon spécifique avec la deuxiéme boucle extracellulaire du récepteur
CCRI [485]. Le CCRI présente 62% d’homologie avec CCR3 [87] mais en comparaison il
est assez peu exprimé sur les éosinophiles [344]. Par ailleurs, CCR1 dans le cas des
¢osinophiles se lie avec une haute affinité a RANTES, MCP (monocyte chemotactic protein)-
2 et MCP-3 et avec une faible affinit¢ a MIP-18 et MCP-1 [298].

La découverte de CCR3, appelé aussi CKR3, CC CKR3, CMKBR3, eotaxin receptor, est
plus récente et découle de celle de CCRI1. L’existence de CCR3 a d’abord été rapportée par
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Combadiere en 1995 [80, 344] et on a d’abord pensé qu’il n’était exprimé que sur les
¢osinophiles. La preuve de son existence sur d’autres types de cellules est plus récente [298].
Il a d’abord été rapporté que CCR3 peut se lier a 1’éotaxine et a d’autres messagers
(RANTES, MCP-2, MCP-3, MCP-4) avec moins d’affinité [87, 143, 174, 209, 344, 345,
443], ce qui a été fermement confirmé sur les ¢osinophiles chez I’homme grace a I’obtention
d’anticorps anti CCR3 [174].

L’¢otaxine-2 (MIPF-2, CCL24) est un ligand spécifique qui se lie a CCR3 [138, 330,
463]. Le dernier ligand fonctionnel découvert pour CCR3 est 1’éotaxine-3 (CCL26), obtenue
par clonage moléculaire du geéne jouxtant celui de 1’éotaxine-2. Elle est 10 fois moins
puissante que 1’¢éotaxine [210, 396].

On a longtemps pensé que 1’éotaxine ne pouvait se lier qu’a CCR3, malgré son analogie
avec la famille de MCP [209]. En fait, une récente étude sur des monocytes a montré que
I’éotaxine en grande concentration active aussi CCR2 et que des concentrations moins
importantes empéchent la fixation de MCP-1 sur le récepteur CCR2. Ainsi, contrairement a ce
que I’on pensait, 1’éotaxine n’est pas spécifique a CCR3 mais est aussi un ligand partiel de
CCR2 [270]. Des travaux sur des souris déficientes en CCR3 (CCR3 KO (knock-out)) ont
montré que le recrutement des €osinophiles est largement dépendant de CCR3 mais qu’il
existe aussi clairement une voie CCR3 indépendante [187].

La liaison de [I’éotaxine avec son récepteur induit une série de modifications
biochimiques, y compris 1’activation des protéines Gi, 1’augmentation transitoire de la
concentration en calcium intracellulaire, des réarrangements du cytosquelette, I’activation de
la voie des MAPKSs et I’internalisation rapide et prolongée du récepteur en un compartiment

endocytique partagé avec le récepteur a la transferrine [483, 19 in 360].

Les chémokines et les cytokines peuvent aussi coopérer pour réguler I’expression et le
recyclage des récepteurs mais les mécanismes pour chaque récepteur ne sont pas bien
¢lucidés. Dans le cas de CCRI1 et CCR3, plusieurs ¢tudes ont montré qu’une méme
chémokine induit différentes voies de régulation selon le récepteur. Ainsi, RANTES n’induit
pas le recyclage de CCR1 alors qu’elle agit sur CCR3. Le cas de CCR3 a l’air d’étre
complexe : il pourrait d’une part étre dégradé dans les lysosomes mais aussi étre recyclé (a
70%) [124, 483]. CCR3 subit une endocytose ligand-induite (par RANTES et éotaxine)
prolongée qui ne dépend pas des PKC (protéines kinases C), mais il existerait aussi une autre
voie non liée aux chémokines et qui est dépendante des PKC (Figure 3). CCR3 est dégradé

puis est en partie recyclé, sa réexpression a la surface étant dépendante de la synthese de novo
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de protéines. La régulation de I’expression de CCR3 est donc aussi liée a la limitation du
recyclage des récepteurs a la surface de la cellules [483]. Cette répression de CCR3 peut aussi

étre induite par I’IL-3 de fagon temps et dose dépendant (mais I’IL-5, le GM-CSF, I’IL-4,
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I’IL-10, ’IL-13, 'IFNy et le TNFa (tumor necrosis factor a) n’ont pas d’effet) et elle
impliquerait une diminution de I’expression génique de CCR3 [111] (Figure 3).

Finalement in vivo les faibles niveaux des récepteurs des CC chémokines seraient liés a
des mécanismes de désensibilisation membranaire intenses et ces récepteurs joueraient en fait

des roles importants dans I’activation des éosinophiles [124].

Les études sur CCR3 et CCRI1 utilisent souvent comme modele in vivo la souris. Or les
souris expriment plus de CCR1 que ’homme et CCR3 chez la souris, non seulement n’existe
que sur les éosinophiles, mais aussi se lie a MIP-1a a la différence du récepteur humain. Ce
probléme s’ajoute a celui déja évoqué dans 1’étude des IgE quant a la pertinence du modele
murin. Il semblerait que le cobaye soit un meilleur modéle, d’autant que des anticorps anti

CCR3 chez le cobaye sont disponibles [370].

v" Récepteurs pour les CXC chémokines.

CXCRI1 (IL-8RA, IL-8R-I, IL-8Ra) et CXCR2 (IL-8RB, IL-8R-II, IL-8Rp) sont les deux

seuls récepteurs chez les mammifeéres qui soient connus pour se lier a la famille des
chémokines ELR+ (présence du motif tripeptidique acide glutamique-leucine-arginine sur
I’extrémité N-terminale de la premicre cystéine) dont fait partie I’IL-8. Ce sont plutot des
récepteurs exprimés et étudiés sur les neutrophiles et les monocytes/macrophages [298] mais
ils existent aussi sur les éosinophiles activés par I’IL-5 [174]. Leur rdle n’est pas bien défini,
bien qu’il soit établi in vitro que I’IL-8 est un chémoattractant puissant pour les éosinophiles
issus de donneurs hyperéosinophiliques [383]. Cependant, une étude avec des €osinophiles
humains stimulés avec I’'lL-4, I’IL-5, le TNFa, I'IFNy ou le GM-CSF montre qu’une tres
petite quantité de cellules contaminantes comme les neutrophiles peut étre responsable d’un
effet induit par I’IL-8. Ces auteurs montrent que les ARNm (acide ribonucléique messager) et
les protéines CXCR1 et CXCR2 ne sont pas exprimés par les €osinophiles, méme apres
stimulation par les différentes cytokines. Il est donc possible que les effets induits par 1’IL-8
dans d’autres ¢études soient en fait artefactuels, c’est-a-dire liés au manque de pureté de la
préparation des éosinophiles [342]. Il est aussi possible que 1’expression soit induite
uniquement dans les éosinophiles non sanguins puisque les éosinophiles de liquide de LBA

(lavage broncho-alvéolaire) expriment CXCR1 et CXR2 [299].

Par ailleurs, il a été récemment découvert [300] que les €osinophiles sanguins expriment

aussi CXCR4 mais en moins grande quantité¢ que ceux issus du liquide de LBA [299]. Les
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cytokines Th2 (IL-4 et IL-5) empéchent son expression. L’activation de CXCR4 serait
responsable de la localisation intratissulaire des €osinophiles. Ainsi, il est possible qu’une
réponse de type Th2 puisse favoriser la libération des €osinophiles en régulant négativement
I’expression de CXCR4 [300].

Enfin CXCR3 est également exprimée par les €osinophiles et la fixation de ligands tels
que IP-10 (IFNy-inducible protein-10 ) et Mig (monokine induced by IFNy) induisent in vitro
le chimiotactisme et la libération de I’ECP. L’IL-2, a DI’inverse de I’'IL-10, favorise
I’expression de CXCR3 et donc les actions correspondantes. Mais le réle de CXCR3 in vivo

chez ’homme reste encore a étudier [191].

Autres récepteurs couplés a des protéines G

v" Récepteurs des dérivés de I’acide arachidonique :

Pour les leucotriénes

Le récepteur pour le LTB4 (leucotriene B4) nommé BLTR a été mis en évidence sur
les éosinophiles chez I’homme [184] en 1998 et fait partie de la famille des récepteurs couplés
a des protéines G avec sept domaines transmembranaires. Cette étude a montré une similarité
de 78% avec le récepteur murin nommé mBLTR et une forte expression sur les éosinophiles
activeés.

I1 faut noter que plusieurs études sur les €osinophiles de cobaye [149, 264] ont mis en
¢vidence deux populations de récepteurs : I'une avec grande affinité et 1’autre avec peu
d’affinité¢ pour LTB4 [264]. Les récepteurs a haute affinité activent la cascade de la MAPK
(rafl/ERK1/2) et la PLA2 (Phospholipase A2) de fagon calcium dépendante alors que les
récepteurs a faible affinité permettraient 1’activation de la NADPH (nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate) oxydase et I’activation de PLA2 calcium indépendante [149].

Les cysteinyl leukotrienes, LTC4 (leucotriecne C4), LTD4 (leucotriene D4) et LTE4
(leucotriene E4), peuvent se lier a deux types de récepteurs, mais seul le type 1 est étudi¢
puisqu’on posséde des antagonistes correspondants. Peu de données sur ce sujet sont

disponibles et leur action pourrait aussi étre indirecte [149].

Pour les eicosatétranoides
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Les récepteurs pour ces molécules ne sont pas identifiés sur les éosinophiles mais leur
action puissante est assez bien documentée. /n vitro, ce sont néanmoins tous des récepteurs
couplés a des protéines G. De nombreuses études sont menées sur ces lipides et tentent
d’identifier leur récepteur ; ainsi, Hosoi et al. ont identifié¢ un récepteur nommé TG1019 pour
5-0x0-ETE (5-0x0-6F,8Z,11Z,14Z-eicosatetraenoic acid), et proposent qu’il soit responsable

du chimiotactisme induit par le 5-oxo-ETE sur les ¢osinophiles [183].

Pour les prostanoides : thromboxanes et prostaglandines

Les prostaglandines (Pg), issues de 1’action des COX (cyclooxygénases) 1 et 2 sur
l'acide arachidonique, ont des effets biologiques sur beaucoup de types cellulaires par
I’intermédiaire de huit récepteurs connus. Les PgE2 admettent quatre sous-types de récepteurs
(récepteurs EP1-4), alors que pour les PgD2, les PgF2a, les Pgl2, et le thromboxane (TX) A2,
des récepteurs spécifiques ont été identifiés : les récepteurs DP, FP, IP, et TP respectivement.

Aucune donnée sur IP, FP et TP n’est disponible et 1’existence de EP sur les
¢osinophiles est incertaine [149]. Les PgE1 et les PgE2 ont des actions sur les ¢osinophiles
mais elles sont peut-étre indirectes et 1’étude in vivo de chaque sous-type est difficile compte
tenu de leur présence parfois concomitante. L’étude avec des agonistes sélectifs des sous-
types de EP sur les éosinophiles humains ou de cobaye montre la présence de récepteurs de
sous-type 2 (EP2) ou 4 (EP4) en tres faible quantité et capables d’inhiber 1’adényl cyclase
[149, 306].

Le seul prostanoide pour lequel un récepteur a été clairement identifié
sur les éosinophiles est la PgD2. L’étude de Monneret [288] utilisant un
agoniste du récepteur DP a permis de montrer clairement la présence de ce
récepteur couplé par une protéine Gas a I’adenylyl cyclase a la surface des
éosinophiles, qui entraine une activation des éosinophiles. Un deuxiéme
récepteur se liant a la PgD2 et associé a des protéines Gai (inhibant I’adénylate
cyclase), nommé DP2, a également été identifié [179]. L’association de ces
deux récepteurs pourrait déterminer le degré auquel la prostaglandine D2 peut
activer des éosinophiles et jouer un réle dans le recrutement des éosinophiles
au cours de I'asthme par exemple (Figure 4). Une étude concomitante a aussi
mis en évidence un nouveau récepteur pour la PgD2 nommé CRTH2 qui
présente les mémes affinités de liaison que DP2. Ces deux récepteurs sont

certainement identiques. Dans _cette- étude, les autéurs ont prouvé
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I'appartenance de CRTH2 a la famille des récepteurs possédant sept domaines
transmembranaires [179].

Enfin, Stubbs [414] a récemment montré que le récepteur DP2 sur les €osinophiles serait
couplé, au moins en partie, a la protéine G PTX (pertussis toxin)-résistante G aq/11 qui est
¢galement impliquée dans la réponse chimiotactique des éosinophiles a d'autres fixations

comme 1’¢otaxine sur CCR3 [414].
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v" Récepteur du Platelet-Activating Factor

Le récepteur du PAF existe sur les €osinophiles de cobaye et posséde sept domaines
transmembranaires. Il est identique a 83% au récepteur du PAF identifié¢ sur les éosinophiles
humains [305].

L’étude de Kroegel en 1989 sur les éosinophiles de cobaye avec un antagoniste du PAF
avait déja suggéré 1’existence soit de deux sous types de récepteurs transmettant des fonctions
différentes soit qu'un méme récepteur puisse activer différentes voies avec différentes
affinités puisque selon la concentration de PAF, les actions sur les éosinophiles sont
différentes : a faible concentration, le PAF induit une libération d’EPO et une mobilisation du
Ca*" intracellulaire alors que a de plus fortes concentrations, il induit la formation d’anion
superoxide (O,") [222].

Les récepteurs du PAF présentent donc une hétérogénéité intraspécifique (selon les
cellules étudiées) et interspécifique (lapin, cobaye, homme) [149].

Cependant, malgré de nombreuses études, la nature des récepteurs du PAF et leur mode
d’action sur les éosinophiles humains reste peu connue. Plusieurs études récentes confirment
I’existence de deux voies : I’une portant sur les rdles respectifs de PKA (protéines kinases A)
et PKC [424] confirme cette dualité de récepteurs chez ’homme ; une autre étude [200], en
comparant les effets sur les ¢osinophiles et neutrophiles, montre que deux phases de réponse
sont présentes sur les éosinophiles humains mettant en jeu deux mécanismes distincts. La
seconde phase dépendait de 1’adhésion cellulaire et des intégrines B2, alors que la premicre
phase était indépendante des deux. Les mécanismes en amont seraient donc différents puisque
la seconde phase était médiée par des protéines G PTX résistantes et mettait en jeu
I’activation de la PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase), alors que la premiére était médiée par
des protéines G PTX sensibles. Enfin, la seconde phase était beaucoup plus résistante a
I’inhibition par un antagoniste du PAF.

Cette dualité de fonctionnement pourrait peut-étre en partie expliquer la grande variabilité

des réponses biologiques des éosinophiles au PAF [245].

v' Autres récepteurs

D’autres récepteurs a sept domaines transmembranaires sont également présents sur la
membrane des éosinophiles :
- récepteurs de neuropeptides (VIP (vasoactive intestinal peptide), SP (substance P),
CGRP (calcitonin gene-related peptide), sécrétoneurine)

- récepteurs de 1’adénosine
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- récepteurs de la f MLP

- récepteurs de la LXA4 (lipoxine A4)

- récepteurs de I’histamine

- P adrénorécepteurs.

Chez ces derniers, quatre sous types (1 a 4) sont identifiés et sont trés étudiés car leurs
agonistes font partie des broncho-dilatateurs les plus efficaces connus. Nous développerons
leur réle ultérieurement.

Un récepteur particulier a récemment été découvert sur les €osinophiles, le PAR-2
(Protease Activated Receptor-2), qui est capable de fixer des sérine-protéases telles que la
trypsine. La trypsine est un agoniste de ce récepteur [281] et son activation in vivo chez les

souris permet ’infiltration tissulaire par les €éosinophiles [382].

Autres récepteurs non couplés a des protéines

G

v" Cas des interférons

La superfamille des récepteurs pour les interférons inclus les récepteurs de I'IFNa (type 1
interféron) et de I’'IFNy (type II interféron). Ils sont composés d’un domaine glycoprotéique
unique transmembranaire et de un (IFNy) ou deux (IFNa) domaines extracellulaires [149].

Les récepteurs de I’'IFNa ont été mis en évidence sur des ¢osinophiles de patients atteints
de maladies éosinophiliques [8]. Les récepteurs de I'IFNy des €osinophiles ont montré une

grande affinité pour leur ligand [149].

v" Cas des Tumor Necrosis Factor

Les deux types (I et II) de récepteurs pour le TNFa ont été identifiés sur les éosinophiles
[149].

L’expression de CD69 (récepteur de type 1) a d’abord été¢ mise en évidence en 1992 par
Nishikawa et al. [312] dans les €osinophiles de liquide de LBA de patients pneumoniques
mais pas sur ceux du sang périphérique de ces mémes patients. En fait, ’ARNm de CD69
existe aussi dans les éosinophiles sanguins, méme non stimulés [255], mais 1’expression de la
protéine de surface est assez variable : CD69 n’a été identifi¢ que sur les éosinophiles de
patients asthmatiques ou parasités [272, 276] mais pas sur les éosinophiles hypodenses de

donneurs allergiques [272].
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Le «death receptor », CD95 (fas/APO-1) (récepteur de type II), est exprimé sur les

¢osinophiles a un niveau faible mais constant (cf infra).
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v" Cas des interleukines

Le récepteur de I'IL-2, IL-2R, possede trois chaines polypeptidiques : a (p55, CD25), B
(p75,CD122) et yc. Il existe sur les €osinophiles de patients sains et €osinophiliques. On a
montré a I’aide d’anticorps anti p5S5 et anti p75 que I’interaction de I’IL-2 avec IL-2R est
d’une grande affinité [354].

Le récepteur pour I’IL-4 est, lui, dimérique (o= CD124 et yc comme IL-2), et peut aussi se
lier a I’IL-13.

Les récepteurs pour d’autres interleukines n’ont pas été formellement identifiés [149].

v' Cas du Transforming Growth Factor (TGF) B et du Stem Cell Factor (SCF)

Il existe plusieurs types de récepteurs pour TGFp : deux récepteurs (I et II) de grande
affinité¢ et un (III) de faible affinité. Leur expression a la surface des éosinophiles est peu
¢tudiée a notre connaissance, mais il semble que plusieurs sous-types existent sur ces
leucocytes [149].

Le SCF sous forme soluble ou liée est le ligand de c-kit, récepteur possédant une activité

protéine kinase intrinséque présent sur les éosinophiles [477].

v' Présentation d’antigéne et molécules costimulatoires

Les ¢osinophiles expriment, lorsqu’ils sont activés, deux formes d’antigénes du CMH
(complexe majeur d’histocompatibilité) : I’'un de classe I, HLA (human leukocyte antigen)-E
[439] et I’autre de classe 11, HLA-DR [169, 254, 461]. L expression de HLA-DR nécessite la
synthese de novo de protéines [169]. Par ailleurs, chez la souris, in vitro, 1’expression des
molécules costimulatoires CD80 et CD86 est aussi favorisée par la présence du GM-CSF
[425].

Chez I’homme, CD40 est exprimé sur les €osinophiles des patients allergiques mais pas
sur ceux des patients normaux [318], de méme que CD86 et CD28 [465]. L’absence
d’expression de CD80 chez ’homme est encore un argument en défaveur de 1’utilisation de la

souris comme mode¢le pour I’homme.

v' Autres marqueurs membranaires

CD4 : Les ¢osinophiles humains expriment la protéine CD4, qu’ils soient issus de patients
normaux ou ¢osinophiliques et peuvent par exemple se lier ainsi a la protéine gp120 de HIV1
[253].

Le CD9 existe chez I’homme et chez le chien mais son role est inconnu [240].
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Figure 5 : Types de récepteurs présents a la surface des €osinophiles et roles associés.
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Le CD44 est exprimé in vitro sur les éosinophiles et le niveau de son expression augmente
aprés stimulation, mais il ne se lie pas a son ligand habituel. De méme, in vivo, I’expression
de CD44 augmente, encore plus qu’in vitro, sur les €osinophiles hypodenses de donneurs
allergiques mais ne se lie toujours pas a son ligand. Aussi, puisque aucun ligand n’est
identifi¢, CD44 est actuellement considéré comme un marqueur de surface de 1’activation des
¢osinophiles [272].

D’autres marqueurs membranaires de différenciation ont €également été identifiés sur les

¢osinophiles (CD52, CD45, CD135) mais leurs réles biologiques sont encore inconnus.

Les éosinophiles sont donc des leucocytes possédant une grande diversité de
récepteurs membranaires qui refléte les différentes fonctions de ces cellules (Figure 5).
Les récepteurs pour les hématopoiétines permettent principalement d’assurer la
différenciation et la multiplication cellulaire, ’IL-5 tenant un role primordial dans ces
fonctions. Les récepteurs pour les chémokines interviennent dans le recrutement des
éosinophiles, parfois avec une certaine spécificité comme CCR3 pour les éotaxines et les
phénomeénes membranaires conduisant a I’adhésion et la migration mettent en jeu des
sélectines (L-sélectine) et des intégrines (principalement VLA-4, CD11b et LFA-1).
Comme l’illustre la présence de récepteurs pour les Ig et le complément, les éosinophiles
sont aussi des cellules prenant part aux systémes de défense de I’organisme. Leur place
dans les processus inflammatoires par I’intermédiaire des récepteurs pour les lipides
bioactifs est non négligeable et leur activation par des molécules telles que les cytokines
et les chémokines peut entrainer la libération de produits toxiques, principalement par
dégranulation. Enfin, ils possédent de nombreuses molécules membranaires (CMH,
molécules co-stimulatoires) reflétant leur participation dans les mécanismes de

communication intercellulaire.

Origine

Mécanismes de différenciation et de régulation

L’€osinopoicse, c’est-a-dire la formation d’€osinophiles (Figure 6) s’effectue principalement
dans la moelle osseuse ; les sites auxiliaires sont la rate [201], le thymus et les nceuds
lymphatiques [149]. Une partie de la différenciation peut aussi avoir lieu dans les tissus. Les
¢osinophiles constituent un des termes possible de 1’évolution de la lignée myéloide, elle-

méme issue des cellules souches hématopoiétiques qui sont indifférenciées.
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Figure 6 : L'éosinopoiése.
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Cette lignée comprend le my¢loblaste (grande cellule de 20 um de diameétre, nucléolée
et a chromatine trés fine) et le promyélocyte (qui ressemble au précédent mais est dépourvu
de nucléole) qui sont communs aux neutrophiles, basophiles et éosinophiles. Puis le
promyélocyte subit une mitose et devient un myélocyte, stade a partir duquel on peut observer
apres coloration au MGG trois types de granulations différentes par leur forme et leur
couleur : les granulations des neutrophiles sont assez peu visibles, celles des basophiles sont
violet foncé plutdt arrondies et celles des €osinophiles brunatres voire orangées, arrondies ou
en navettes selon les espeéces. Une derniére mitose conduit le myélocyte éosinophile au stade
métamyélocyte éosinophile. Le métamyélocyte éosinophile ne subit pas de mitose et se
transforme en granulocyte éosinophile par maturation uniquement. Chez 1’homme, cette

différenciation dure environ cinq jours [157].

Les cellules qui sont les progéniteurs pluripotents hématopoiétiques, dites «CFU
(colony forming units)-spleen », portent la molécule de surface CD34 [388]. Les €osinophiles
et les basophiles proviennent d’une méme colonie : Eo/B-CFU (Eosinophils/Basophils colony
forming unit), alors que les macrophages et neutrophiles proviennent d’une autre colonie :
GM-CFU (neutrophile/macrophage colony forming unit) [95]. La molécule CD34 est une
glycoprotéine de 115 kDa avec trois domaines intracellulaires [456]. Elle peut étre
phosphorylée sur son résidu sérine par la PKC, posseéde une structure mucine-like et est un
ligand pour la L-sélectine [456]. Toutes les cellules lymphoides et myéloides jeunes, y
compris les €osinophiles, font partie de la population de cellules CD34+ [456]. Ainsi, presque
toutes les colonies d’éosinophiles sont CD34+, et CD34 est progressivement perdu quand la
cellule se différencie [456].

Les cellules souches hématopoiétiques sont capable de s’auto-renouveler, de se
différencier ou de s’accumuler aux sites inflammatoires [356, 389]. Le pré-requis a ces
différentes fonctions et le role des cytokines dans la régulation des lignées obtenues est un
sujet de débat. Certaines ¢tudes [149, 456] ont montré que la décision des cellules souches de
s’auto-renouveler ou de se différencier (et ainsi de sélectionner une lignée pendant la
différenciation) est stochastique et intrinséque au progéniteur. Par contre, la multiplication et
la maturation des progéniteurs des lignées semblent étre contrdlées par différentes cytokines
(dont le GM-CSF, ’'IL-3, I’'IL-4, I’IL-5, I’IL-12) qui peuvent dans certains cas interagir [317].

Les cellules CD34+/IL-5Ra+ au premier stade de différenciation n’ont été retrouvées
que dans la moelle osseuse, argument qui confirmerait que la différenciation des cellules
CD34+ en lignée éosinophile est un mécanisme de différenciation précoce réduit au

compartiment de la moelle osseuse.
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L’exposition a un allergéne induit une augmentation de la population de progéniteurs
my¢éloides primitifs, caractérisés par I’expression membranaire de la protéine CD 135 (« class
IIT receptor tyrosine kinase»), a I’intérieur de la population de cellules CD34+, sans
augmentation du nombre de cellules CD34+ [386]. Cependant Inman ef al. [189] ont aussi
montré qu’une exposition a un allergéne induit une augmentation des Eo-CFU
(eosinophils colony forming unit) dans la moelle (Tableau 3). L’étude de Sehmi en 1997 [356,
385], proposait que les cellules CD34+/IL-5Ra+ constituent le progéniteur le plus précoce de
la lignée €osinophile/basophile. Depuis, plusieurs auteurs ont confirmé cette bivalence et la
régulation de 1’expression de IL-5Ra des progéniteurs a pour conséquence fonctionnelle, in
vitro et in vivo, la modulation de la différenciation en éosinophiles/basophiles [94, 356]. Les
roles respectifs de I’IL-3, I’IL-5 et du GM-CSF dans la différenciation des précurseurs dans la
moelle osseuse ont été tres discutés. En effet, in vitro [471], ’'IL-5 n’engendre pas de Eo-CFU
a partir de cellules souches [77] a I’inverse de I’IL-3 et du GM-CSF. Par ailleurs, in vivo, il
semblerait que I'[L-5 a tout de méme une action précoce puisque chez des souris
transgéniques pour I’IL-5, chez lesquelles il y a surproduction de I’IL-5 et peu de I’ IL-3 et du
GM-CSF, il y a une augmentation du nombre d’€osinophiles dans le sang et dans les tissus
[456]. Certaines études appuient 1’idée que les éosinophiles maturent progressivement en
lignée my¢loide a partir de précurseurs CD34+ dérivés de la moelle sous l'influence précoce
d'IL-3 et de GM-CSF, seuls ou en combinaison, et que ’action de I’IL5 n’est que de favoriser
le processus de maturation final [76, 77, 389, 471]. Plus récemment, il a ét¢ montré in vivo
que I’augmentation de I’éosinopoiese dans les poumons ou dans la moelle, chez des souris
défiées par un allergéne, a nécessité¢ la présence de I'IL-5. Cependant, le stade de la
différenciation des éosinophiles sur lequel I’'IL-5 exerce ses effets n’est pas identifié. Il est
donc possible que des médiateurs autres que I’IL-5 soient requis pour I’expansion de la
population de progéniteurs Eo-CFU qui répondent a I’IL-5. Cette hypothése est supportée par
le fait que I’IL-5 n’a pas d’effet direct sur le nombre de Eo-CFU, suggérant que I’'IL-5 seule
n’est pas suffisante pour 1’expansion de la population Eo-CFU [189]. L’IL-5 est donc un
facteur de différenciation terminale de la lignée lymphomy¢éloide (CD34+) en Eo-CFU. Elle
agit par I’intermédiaire d’un récepteur présent a la surface des précurseurs [385], IL-5R, qui
est constitué d’une chaine spécifique a (IL-5Ra) et d’une chaine de signalement B, qui est
commune aux récepteurs de I’IL-3 et du GM-CSF. In vitro, 'inhibition spécifique de IL-5R
chez la souris empéche leur différenciation [6, 471].

Un défi allergéne induit I’expression de I’IL-5Ra sur les cellules CD34+ [385].
Tavernier ef al. ont montré que cette augmentation de ’IL-5Ra est en fait médiée par 1’IL-5

qui induit spécifiquement la conversion de son propre récepteur d’une forme inactive en une
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forme fonctionnelle [427]. De plus, ’exposition de cellules CD34+ en cultures a I’'IL-3 ou a
I’'IL-3 associée au GM-CSF provoque une différenciation en éosinophiles précédée par une
augmentation de la quantit¢ d’ARNm de I’'IL-5 et qui est inhibée par des anticorps anti IL-5.
Ces anticorps agiraient en inhibant le premier stade de différenciation. Ces résultats suggerent
une production autocrine d’IL-5 par les cellules CD34+ [402, 427]. Ainsi, I’'IL-5 est capable
de favoriser I’expression de son propre récepteur IL-5Ra fonctionnel et les cellules CD34+
sont capables d’une production autocrine de I'[L-5. Le développement des €osinophiles
conduit par I’IL-3 et le GM-CSF est donc en fait dépendent de I’IL-5 (Tableau 3). Cette étude
explique les différences observées in vitro et in vivo, et permet de conclure a une

interdépendance de ces trois hématopoiétines, finalement sous le controle de I’IL-5 [427].

Mécanismes de mobilisation vers le sang et les tissus

Les progéniteurs CD34+ de la moelle peuvent se multiplier sur place, se différencier
ou bien étre mobilisés vers le sang. Plusieurs études ont mis en évidence des cellules CD34+
dans le sang chez le cobaye [327] ou chez I’homme [384, 386, 412]. Une étude en
microscopie électronique sur les cobayes a montré que les éosinophiles du compartiment
hématopoiétique de la moelle stimulés par I’IL-5 traversent 1I’endothélium sinusoide de facon
transcellulaire, se retrouvent dans le lumen attachés a la surface luminale de 1’endothélium
sinusoide puis se détachent. Chez le cobaye, I’'IL-5 ne stimule pas la migration de Eo-CFU
(Tableau 3) [326]. Des colonies Eo/B-CFU ont été mises en évidence dans la circulation
sanguine chez ’homme et I’exposition de patients sensibles a un allergéne pourrait augmenter
leur nombre (Tableau 3) [148, 384].

L’identification de protéines spécifiques des granules des €osinophiles a permis de
montrer que la différenciation des progéniteurs CD34+ dans le sang périphérique en lignée
¢osinophile survient assez tot, vers le troisiéme jour [388].

Chez le cobaye, 1’éotaxine induit la mobilisation des progéniteurs Eo-CFU in vivo
(Tableau 3) [327]. Il est possible que le role de I’IL-5 soit différent selon les especes puisque
les études menées chez I’homme montrent que, contrairement au cobaye, I’IL-5 favorise la
mobilisation des progéniteurs CD34+/CD45+. Chez des patients modérément asthmatiques,
on observe que I’'IL-5 administrée par voie intraveineuse (et moins par inhalation) induit un
accroissement important et significatif du nombre de cellules CD34+ circulantes ayant une
morphologie lymphoblastoide (Tableau 3) [412]. De méme, on constate une augmentation de
I’expression de I’'IL-5 sur des cellules sanguines CD34+ de patients asthmatiques qui sont

alors capables d’autoréguler la formation de colonies éosinophiliques a partir des progéniteurs
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Tableau 3 : Effets des facteurs de multiplication, de différenciation et de mobilisation sur les
précurseurs identifiés chez les éosinophiles (Eo).

Facteurs

Type de cellule cible

Effets

Allergéne

Eo CFU (moelle)

Multiplication

Allergéne (souris)

CD 34 + (LBA)

Multiplication

Multiplication et

IL-5, IL-3 et GM-CSF CD 34 + e s .
différenciation
Eo (moelle) Mobilisation vers le sang
IL-5 (cobaye)
Eo CFU Pas d’action
Allergéne (homme) Eo/B CFU (sang) Multiplication
Eotaxine (cobaye) Eo CFU Mobilisation
Eotaxine (souris) CD 34+ Migration
IL-5 (homme) CD 34 + (sang) Multiplication
Favorise I'expression de
IL-3, IL-4, IL-5 et GM-CSF CD 34 + CCR3
IL-5, GM-CSF, RANTES et e s -
sotaxine Différenciation
CD 34 +

Eotaxine ou RANTES + IL-5

Augmentent I'efficacité de la
différenciation (vs IL-5)
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[224]. Néanmoins une autre voie, indépendante de I’'IL-5 et dépendante de la reconnaissance
de I’éotaxine par la molécule CCR3, pourrait exister. Les progéniteurs CD34+ contiennent
I’ARNm de CCR3 et expriment les protéines correspondantes [479] ; par ailleurs, le GM-
CSF, I'IL-3, I'IL-4, et I'[L-5 favorisent I’expression de CCR3 par les cellules CD34+
(Tableau 3). Chez I’homme, I’expression de CCR3 a la surface des cellules CD34+
(partiellement due a une internalisation du récepteur) est moins importante que celle de I’'IL-

S5Ra [479]. En revanche, cette voie serait prépondérante chez le cobaye.

Le GM-CSF, I'IL-5 et le RANTES in vitro induisent aussi la différenciation de
cellules CD34+ mais 1’éotaxine (et RANTES) en association avec I’IL-5 est plus efficace.
Donc soit 1’¢éotaxine et RANTES induisent 1’expression de I’IL-5 ou de IL-5Ra ; soit I’'IL-5
favorise la sensibilité de la réponse a 1’éotaxine. Il y a donc coopération entre une chémokine
puissante et spécifique, 1’éotaxine, et une cytokine spécifique et effectrice, I’'IL-5 (Tableau 3)

[227].

La présence des progéniteurs CD34+/IL-5Ro+ dans les différents sites ou a lieu
I’éosinopoicse est encore discutée. En effet, ces progéniteurs sont absents du liquide de LBA
[386, 435] et du sang des asthmatiques [356]. Mais ’ARNm de I’IL-5 a été mis en évidence
dans des cellules CD34+ issues de biopsies de muqueuses bronchiques de patients
asthmatiques [356] et de polypes nasaux [206]. Dans la peau de souris, apres 1’injection
intradermique d’éotaxine, il y a aussi migration de cellules CD34+ (Tableau 3). Il est possible
que I’éotaxine présente dans les polypes nasaux et les poumons de patients asthmatiques soit
responsable du recrutement des cellules CD34+ [227]. Ainsi, soit les cellules CD34+/IL-5Ra
+ sont recrutées dans la moelle, soit les cellules CD34+ acquiérent I’IL-5Ra dans les voies
aériennes. Cela n’exclue pas I’hypothése avancée par Sergejeva [386] dans son €tude sur des
souris défiées avec un allergene, selon laquelle la toute premicre différenciation des cellules
CD34+ n’a lieu que dans la moelle. Mais il est possible qu’il y ait des différences selon les
especes et les pathologies étudiées [386].

Il est actuellement supposé que la libération autocrine de I’IL-5 et la surexpression de
IL-5Ra sont responsables de la capacité a se multiplier et a se différencier des cellules CD34+
dans le liquide de LBA et dans la muqueuse nasale [56, 386].

Puisque CD34 est un ligand pour la L-sélectine, elle peut activement contribuer,
comme molécule d'adhésion, a une accumulation des leucocytes aux sites inflammatoires. On
a, en effet, observé une atténuation marquée de 1'éosinophilie des voies aériennes chez des

souris CD34-déficientes subissant un défi allergéne des voies aériennes, en dépit d’une
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hématopoiése normale et d’un rétablissement des progéniteurs, suggérant un role fonctionnel
pour CD34 dans l'accumulation des éosinophiles dans les tissus in vivo [419]. Une étude plus
récente a mis en ¢évidence que des cellules CD34+ peuvent se multiplier dans le liquide de
LBA aprés stimulation allergéne sur des souris sensibilisées (Tableau 3) [386].

Finalement, notre connaissance des bases moléculaires de Ila
différenciation éosinophile reste relativement fragmentaire. De trés
nombreuses recherches sont menées sur les cellules souches et devraient
permettre, dans un avenir proche, d’'une part d’identifier les liens entre
structure et fonction de ces cellules et, d’autre part de comprendre leur

régulation en particulier au niveau génique.

La réaction inflammatoire|

Rappel général

La réaction inflammatoire est une réponse non spécifique des tissus a une agression
quelle qu’en soit la nature. Les processus biochimiques, vasculaires et cellulaires sont tres
complexes et nous nous limiterons & une vue d’ensemble des étapes morphologiques
successives, puis de la dynamique des mécanismes de la réponse inflammatoire, dans laquelle

interviennent les éosinophiles.

Aspect morphologique de la réaction inflammatoire

D’un point de vue morphologique, trois phases peuvent étre distinguées [93] : une
phase initiale dite silencieuse et qui ne dure que quelques minutes, une phase vasculaire et une
phase cellulaire qui durent toutes deux environ 24h.

Dans la premiére phase, une Iésion initiale, visible macroscopiquement ou non, est a
I’origine de la libération de médiateurs vasoactifs qui sont responsables des manifestations
morphologiques de la deuxieme phase.

Ils entrainent ainsi dans la phase vasculaire une vasodilatation qui, associée a une
augmentation de la perméabilité vasculaire, conduit a une stase et éventuellement a la
formation d’cedémes ou parfois de phénomenes thrombotiques. Cette deuxieéme phase est
aussi caractérisée par la diapédése des cellules blanches. Ce sont principalement des
neutrophiles mais 1’éosinophile peut aussi étre une cellule trés active. Par exemple, les

réponses cutanées de patients atopiques exposés a un allergéne montrent des pics
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concomitants de ces deux types de cellule a 6h, illustrant ainsi le rdle important des
¢osinophiles dans les réactions a prédominance de phase vasculaire [473].

La troisieme phase est la phase cellulaire. Elle est caractérisée par I’activation de
cellules locales (macrophages, fibroblastes, lymphocytes) ou par I’arrivée de nouvelles
cellules par voie sanguine (monocytes, lymphocytes). C’est dans cette phase que le
remplacement de tissus détruits a lieu par un tissu de granulation. Le complexe granulome
¢osinophilique félin est I’'une des réactions inflammatoires a prédominance de phase cellulaire
dans laquelle I’¢osinophile a un role majeur.

Cette succession coordonnée d’étapes représente la phase aigué de la réaction
inflammatoire. Plusieurs évolutions peuvent lui succéder, allant de la résolution a la
chronicité, selon différents facteurs comme par exemple le terrain (individus plus ou moins

réactifs) ou ’agent causal.

La dynamique de la réaction inflammatoire

La dynamique de la réaction inflammatoire est articulée autour de quatre phases :

initiation, amplification, stabilisation et résolution.

v’ Initiation

La phase d’initiation de la réaction inflammatoire différe, autant d’un point de vue
moléculaire que cellulaire, selon qu’elle est immune ou non immune.

D’un point de vue moléculaire, les réactions inflammatoires non immunes mettent en jeu
principalement le facteur XII de la coagulation sanguine qui initie la coagulation et la
fibrinolyse, et qui conduit au déclenchement de la cascade des kinines. Ces molécules sont
des agents vasoactifs trés puissants mais sont dénuées d’effets chimiotactiques. La deuxiéme
voie d’initiation est 1’activation de la voie alterne du complément alors que dans le cas des

réactions inflammatoires immunes, c’est la voie classique qui est activée (Figure 7).

L’activation du complément par la voie alterne est maintenant assez bien connue. Le C3b
est libéré en continu mais est inactivé par un inhibiteur. Quand I’inhibition est levée, il y a
production d’un complexe C3bBb stabilisé par la properdine. Ce complexe est une CS5
convertase qui, par clivage protéolytique du C5, conduit a la formation d’un complexe
multimérique associant les globines C5a, C6, C7, C8 et C9 capable de former des pores a la
surface des cellules cibles. La levée de I’inhibition de C3b peut avoir lieu grace a différentes

molécules (endotoxines, venins, certains parasites, cellules tumorale, kinines ...). L’activation
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du complément libére ainsi des facteurs a effets pro-inflammatoires : C4a et C2b qui ont des
propriétés analogues aux kinines, les anaphylatoxines C3a et C5a qui provoquent la
dégranulation des cellules et sont vasodilatateurs et chimiotactiques, C3b qui peut favoriser la

phagocytose par opsonisation et C5b67 qui a des propriétés chimiotactiques.

D’un point de vue cellulaire, les réactions inflammatoires non immunes peuvent se
dérouler sans D’intervention des lymphocytes. C’est 1’activation des plaquettes et des
mastocytes qui initie les réactions inflammatoires non immunes. Les mastocytes contiennent
notamment de 1’histamine susceptible, lorsqu’elle est libérée, d’induire la vasodilatation des
capillaires sanguins et la libération de substance P (qui amplifie la dégranulation des
mastocytes) par les fibres nerveuses sensitives. Sa dégradation a lieu par désamination
oxydative, en particulier en présence des ¢€osinophiles sur lesquels elle exerce un fort

chimiotactisme.

Les réactions inflammatoires immunes sont caractérisées par 1’action des lymphocytes B
et T et des macrophages, et sont initiées par les quatre mécanismes d’hypersensibilité (HS)
décrits par Gell et Coombs :

L’HS de type I dite immédiate : Un antigéne (Ag) se fixe sur une IgE qui est elle-méme fixée
sur un basophile ou un mastocyte et induit leur dégranulation.

L’HS de type II dite cytotoxique : Fixation d’un Ac (anticorps), de nature IgG ou IgM, sur les
Ag présentés par les cellules cibles. Il y a lyse cellulaire et libération de médiateurs de
I’inflammation. L’activation du complément, comme pour le type III, est un événement
important dans ce type d’hypersensibilité.

L’HS de type III : Elle est liée aux complexes immuns. La formation puis le dépot de
complexes immuns active le complément dans les parois vasculaires. Cliniquement, on
constate I’apparition d’une vascularite.

L’HS de type IV dite retardée : Des lymphocytes T sensibilisés spécifiques d’un Ag sont
activés et cela aboutit a la libération de messagers chimiques comme les cytokines et au

recrutement de cellules comme les macrophages et autres lymphocytes.

v' Amplification

Il s’agit de I’exacerbation quantitative et qualitative en 24h des premicres réactions. Les
médiateurs présents peuvent agir conjointement et d’autres peuvent étre libérés par les

cellules présentes ou qui arrivent par voie sanguine.
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Les médiateurs présents peuvent par exemple agir en synergie (histamine et substance P)
ou former une boucle d’amplification (facteur B et fraction C3b du complément) ou
provoquer la dégranulation des mastocytes (C3a et C5a).

De nouveaux médiateurs, les lipides bioactifs, peuvent étre produits par 1’activation des
cellules présentes apres activation de la PLA2 membranaire sur 1’acide arachidonique (Figure
8). La premiére étape de biosynthése des médiateurs lipidiques est la libération d’acide
arachidonique libre et de lyso-PAF issus de la dégradation des phospholipides membranaires
par les PLA2 de type ITA (sécrétoire) et de type IV (cytosolique). La PLA2 sécrétoire est
dépendante de Ca*" et se trouve surtout dans les granules spécifiques dans le cas particulier
des ¢€osinophiles [39]. La PLA2 cytosolique, est plus grosse et plus abondante. Les deux
isoformes peuvent étre transloquées sur la membrane plasmique des €osinophiles [149].
L’acide arachidonique peut ensuite étre métabolisé selon deux voies : 1’'une résultant de
I’action des COX 1 et 2 et conduisant a la formation des prostaglandines et I’autre résultant de
I’action des lipoxygenases conduisant a la formation des leucotrienes. En particulier la 5-
lipoxygenase induit la libération de 5-oxo-ETE puis de LTB4 [348]. L’action de 1’acétyl-

transférase sur le lyso-PAF permet sa conversion en PAF.

Le recrutement et ’activation des cellules phagocytaires (neutrophiles, éosinophiles,
monocytes et macrophages (localement)) sont donc des points cruciaux dans 1I’amplification

puisqu’elles sont elles-mémes sources de médiateurs.

Les neutrophiles et les €osinophiles arrivent par diapédése (margination, adhésion et
franchissement de 1’endothélium grace aux pseudopodes), puis leur migration vers le site de
I’inflammation est orientée par chimiotactisme. Le recrutement des €éosinophiles est tributaire
des molécules libérées par le mastocyte et le basophile comme I’ECF-A (Eosinophil
Chemotactic Factor of Anaphylaxis). Les éosinophiles sont actifs sur les complexes immuns,
ce qui expliquerait en partie leur présence lors d’allergie, et, en outre, ils peuvent libérer des
protéines toxiques pour les larves de certains parasites, cette action sera développée

ultérieurement.

v' Stabilisation

Cette phase résulte de I’ensemble des réponses aux médiateurs de la phase
d’amplification ; c’est a ce moment que peut se développer une réponse immune spécifique.

Les effets des médiateurs sont neutralisés (par exemple les médiateurs des mastocytes sont

inhibés par les €éosinophiles), ’activation du complément est verrouillée a différents niveaux
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(par exemple par I’inhibition de C3b de la voie alterne), la coagulation sanguine est maitrisée
et les macrophages en synthétisant de la lipomoduline (ou macrocortine) inhibent la PLA2.

Il peut aussi y avoir une régulation a 1’échelle de I’organisme, par le cortisol par exemple
qui induit entre autres une éosinopénie.

Dans la réponse immune spécifique, ce sont les lymphocytes B et T ainsi que les cellules
présentatrices d’antigéne qui sont les plus concernées. Il existe trois populations de
lymphocytes T capables d’¢laborer différentes cytokines : les auxiliaires ou « helper » (Th),
les suppresseurs et les cytotoxiques. A D’inverse, les cytokines peuvent conditionner
’orientation des réponses des cellules T, en particulier par I’intermédiaire des €osinophiles
qui peuvent aussi présenter 1’antigéne aux lymphocytes T, agents de I’immunité a médiation
cellulaire. Ces étapes peuvent conduire au renforcement ou a 1’acquisition de 1’état

immunitaire vis-a-vis d’un antigéne donné.

v' Résolution

La derniére phase, la phase de résolution, est dominée par une néoangiogénese et par la
synthése de collagene et de glycosaminoglycannes par les fibroblastes, phénomenes
commandés par I’action de cytokines.

Cette phase ne se met pas toujours en place et on peut constater alors une
amplification anormale, menant a des pathologies inflammatoires prolongées.
Ainsi, au-dela d’une réaction explosive comme le choc anaphylactique, on peut
aussi constater I'acquisition d’un état d’hypersensibilité retardée a I’encontre

d’agents pathologiques et I'installation d’une réaction chronique.

Coopération cellulaire

L’¢éosinophilie est souvent associée a une basophilie [216] et on a vu précédemment
que ces cellules ont le méme progéniteur. Leurs actions sont plus synergiques

qu’interdépendantes.

Les mastocytes, quant a eux, sont des cellules fabriquant et stockant de nombreux
médiateurs. Leur rdle interactif avec les €osinophiles est controversé. Bien que des souris
déficientes en mastocytes ne montrent pas de modification du recrutement des €osinophiles
dans les maladies allergiques, les cytokines libérées par les mastocytes ont un role avéré dans
les parasitoses. Ainsi, la stimulation par un Ag parasitaire induit la production de I’IL-5 par

les mastocytes. L’IL-5 stimule ensuite les €osinophiles pour qu’ils secretent 1’IL-4 qui est
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rapidement utilisée, certainement par les lymphocytes T (Figure 9). La sécrétion précoce de
I’'IL-4 est indépendante des cellules T. Ainsi, mastocytes et €osinophiles coopérent pour

induire une réponse immune de type 2 [369].

L’¢étude de Walker en 1998 [452] a montré que les cellules NK (natural killer) ont,
elles aussi, des interactions avec les €osinophiles. En effet, apreés avoir rappelé qu’elles sont
I’une des principales source d’IFNy, les auteurs ont montré qu’elles sont aussi source d’IL-5
(et peuvent ainsi induire une €osinophilie) in vivo, chez les souris. Les auteurs suggerent
I’existence de deux sous-types de cellules NK, un peu comme pour les lymphocytes Th, I’'un
produisant beaucoup d’IL-5 et I’autre peu. Ces clones seraient favorisés par la présence de
différents schémas de cytokines et ainsi pourraient favoriser le développement d’une réaction
immune de type 1 ou de type 2 selon I’ensemble des cytokines libérées par les clones. Ainsi,
selon le milieu, il y aurait production d’IL-5 ou d’IFNy [452] (Figure 9). Par ailleurs, il
semble que les cellules NK aient un role précoce. Elles pourraient soit influencer la
présentation de 1’Ag aux cellules T naives et/ou soit influencer la différenciation des cellules
T, mais elles ne sont pas impliquées dans 1’activation des cellules T Ag spécifiques. Leur role

dans I’induction de 1’éosinophilie est donc peut étre aussi indirect [220].

Les €osinophiles, comme les mastocytes, les basophiles et les cellules T, expriment
CDA40L lorsqu’ils sont activés, et ils peuvent induire, in vitro et en conjonction avec I’'IL-4, la
prolifération de cellules B [145]. En outre, les éosinophiles expriment aussi CD40 (Figure 9).
L’expression de son ARNm chez les patients allergiques est augmentée par la présence de
IgA et est diminuée par la présence de I’IL-10. Il est donc possible que les éosinophiles
interagissent avec des cellules possédant le ligand de CD40, CD40L (gp39) ou aient une

action autocrine ou paracrine [318].

Les lymphocytes T auxiliaires sont présents dans les nceuds lymphatiques sous une
forme non polarisée appelée ThO. Ils peuvent se polariser en une sous-population de type 1
(Th1) sous I'influence directe de I’IL-12 (issue principalement des macrophages) ou indirecte
via 'TFNy (Figure 9) ; ou en une sous-population de type 2 (Th2) en présence uniquement de
I’IL-4 (Figure 9), les autres cytokines favorisant en fait une différenciation Th2 en inhibant
I’orientation vers la réponse de type Thl. L’IL-4 peut induire un changement de population
Thl en une population Th2 mais I’'IL-12 ne peut pas induire 1’opération inverse. Cette
orientation est peut-étre influencée par le site de pénétration de 1’Ag, par le type de CPA

(cellule présentatrice d’Ag) ou par le type de molécules costimulatoires intervenant au cours
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de I’interaction entre CPA et cellule T, mais ce sont les cytokines IL-4 et IL-12 qui sont
déterminantes [16].

Les lymphocytes Thl produisent entre autres les cytokines TNF, IL-2 et IFNy. Ils
sont responsables de I’'immunité cellulaire spécifique d’Ag, activent les macrophages et
participent a la production d’anticorps [16, 482].

Les lymphocytes Th2 produisent les cytokines IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-13. Ils
sont responsables de I’immunité a médiation humorale. Ils peuvent inhiber la production de
cytokines macrophagiques (sont donc anti-inflammatoires) et sont en partie responsables de la
prolifération et de la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’anticorps.
Ils ont aussi un réle majeur dans I’inflammation liée aux IgE et dans les pathologies
caractérisées par une activation des mastocytes et/ou des éosinophiles comme I'asthme,
l'atopie, et les réponses immunes aux parasites [16, 482]. En revanche, les LT (lymphocytes
T) CD4+ ne produisent pas ces cytokines [16, 205].

Notons que 1% des cellules Th2 du sang périphérique expriment un CCR3
fonctionnel, in vitro et in vivo. Les cellules Th2 répondent ainsi a 1’éotaxine et peuvent donc
migrer en compagnie des basophiles, qui expriment eux aussi CCR3 [87, 344, 444], et des
¢osinophiles [372].

On a longtemps pensé que les €osinophiles participent principalement aux réactions
immunes de type Th2. Leur présence est en effet souvent associée a une augmentation de la
quantité¢ locale d’IgE et ils induisent la production précoce de I'IL-4 [369] (Figure 9). Ils
peuvent aussi, en présence de complexes IgA-anti IgA, libérer des cytokines comme 1’TL-4,
I’IL-5 ou I’IL-10 [465]. Enfin, ils peuvent tenir le role de CPA et favoriser la prolifération
d’un clone de cellules T spécifiques d’un Ag (cf infra). Cependant, ils peuvent aussi dans
certaines conditions libérer I’IL-2 et ’I[FNy, et donc auraient aussi un role dans les réponses
Thl (Figure 9), ce qui est appuyé par la présence d’éosinophiles malgré 1’absence des IgE
dans certaines pathologies [465] (cf infra).

Le mécanisme d’induction de la prolifération des cellules T est dépendant a la fois de
I’engagement du récepteur de surface de la cellule T (TcR (T cell receptor)) avec le complexe
d’histocompatibilité majeur portant un antigéne (CMH/Ag) et d’un second signal mettant en
jeu des molécules costimulatoires telles que CD28, CD80, et CD86. L’interaction du
récepteur CD28 de la cellule T avec une molécule de la famille B7 (CD80, CD86) sur la CPA
est un second signal costimulatoire dominant.

Apres l'engagement du TcR avec la molécule de CMH sur la CPA, la production d’IL-

2 et l'expression du récepteur correspondant sont initiées ; le deuxiéme signal fourni par
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l'interaction CD28/B7 stabilise ’ARNm de I'IL-2 et augmente la sécrétion de la protéine,
ayant pour résultat la prolifération de cellules T et I'expansion clonale [139, 244]. Deux
membres de la famille B7 ont été identifiés : B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86). Le blocage de
CD86 provoque une absence de prolifération cellulaire et de production de cytokines mais ne
modifie pas I’induction du IL-2R. La plupart des CPA exigent des stimuli pour I'induction de
I'expression de CD80 et CD86 a leur surface et souvent CD86 est plus rapidement induit que
CD80. Certains auteurs ont suggéré que les CPA exprimant CD80 fournissent le costimulus
pour des cellules T de type 1 et que celles exprimant CD86 celui pour les cellules de type 2.
Drailleurs, les éosinophiles sanguins de patients hyperéosinophiliques n’expriment pas CD80

[465].

Les actions de I'IL-4 et de I’'[L-5 n’expliquent pas toutes les réponses de 1’asthme
puisque des anticorps anti IL-5 n’inhibent pas complétement 1’€osinophilie. L’IL-13, cytokine
produite par les Th2, a aussi un role prépondérant dans 1’asthme et on a cru qu’elle induisait la
production d’€éotaxine, ce qui aurait expliqué I’éosinophilie chez des souris en I’absence d’IL-
5 [482]. Cependant, une récente étude avec des souris doublement déficientes en IL-5 et en
éotaxine, a montré que 1’éosinophilie est complétement inhibée et que la production de I’IL-
13 est tres diminuée. Puisque le transfert d’€osinophiles normaux chez ces souris a restauré la
production d’IL-13, les auteurs concluent que I’IL-5 et 1’€otaxine favorisent la production de
I’TL-13 par les Th2 et que ces voies ne sont pas nécessairement indépendantes [275]. Notons
que les éosinophiles exposés au GM-CSF ou a I'IL-5 sont eux aussi une source d’IL-13
fonctionnelle [381].

Certaines cytokines ont une action dont la fonction n’est pas bien déterminée, comme
par exemple I’IL-18, libérée par les éosinophiles activés (Figure 9). D un c6té, elle favorise la
production d’IFNy et donc inhibe la réponse Th2 et, d’un autre coté, I’'IL-18 favorise aussi la
production de I’IL-13 et de I’éotaxine [275, 464].

Enfin, ’IL-6 joue aussi certainement un role dans les réactions inflammatoires
immunes en renforcant la production d'IgE a partir des cellules B en augmentant les effets de
I'TL-4. L’IL-6 est présente dans les granules des €osinophiles et sa libération est induite de
fagon temps dépendante par I’'IFNy. Il y aurait donc ici aussi une régulation de la réponse Th2
par une cytokine de type Thl [225]. Quant a la régulation des IL-4 et IL-5, un modele de
régulation nucléaire a été proposé€ par Jinquan et al. Les €osinophiles au repos expriment
NFAT 1 et 2 (Nuclear Factor of Activated T cell 1 et 2) et leurs ARNm sont induits par les
cytokines IL-4 et IL-5. Tenant compte du fait que le NFATI réprime la production de 1’IL-4

par les Th2, les auteurs proposent que le NFAT pourrait étre déficient ou inactif dans des
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conditions comme 1’allergie. Ainsi, la surproduction d’IL-4 et d’IL-5 activerait les NFAT des
¢osinophiles, ce qui a I’issue du contréle négatif ainsi exercé sur les productions d’IL-4 et

d’IL-5 (« later feedback talking ») contribuerait ainsi a la résolution de I’allergie [192].
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Recrutement, action et devenir des éosinophiles

Déplacement des éosinophiles|

Recrutement des éosinophiles

Le recrutement des €osinophiles circulants aux sites d’inflammation est un processus qui
se déroule en plusieurs étapes, chacune étant régulée par différents facteurs chimiotactiques,
et dont I’existence a été confirmée grace a 1’utilisation de la microscopie intravitale sous des
conditions de flux sanguin in vivo [409 , 410] :

- liaison réversible des ¢éosinophiles aux cellules endothéliales : cet attachement
primaire, appelé «rolling », conduit a rapprocher les éosinophiles de la surface
luminale des vaisseaux

- adhésion ferme de I’éosinophile a 1’endothélium qui permet la transmigration par
diapédese de I’éosinophile a travers 1’endothélium vers les tissus.

Le recrutement sélectif d’éosinophiles dans les tissus est contrdlé par de nombreux

facteurs. Ainsi, les protéines d’adhésion sur les éosinophiles, la densité des ligands exprimés
sur les cellules endothéliales, aussi bien que la variété d’expression des chémokines en

fonction des tissus et des maladies sont a prendre en considération.

L’étude de I’extravasion des cellules inflammatoires de la circulation est difficile d’acces
in vivo. Une nouvelle méthode pour 1I’é¢tude de la microvascularistion en temps réel a été¢ mise
au point. Lim et al. [242] ont utilisé la microscopie intravitale pour voir les leucocytes dans
les veinules postcapillaires superficielles de la trachée chez des rats anesthésiés. Dans les
conditions non inflammatoires, de nombreux leucocytes patrouillent dans les vaisseaux et,
apres un bref contact avec I’endothélium, commencent le « rolling » qui peut étre évalué en
mesurant le temps pris par un leucocyte pour un mouvement de 100 um le long de
'endothélium du vaisseau. Une vitesse de base de « rolling » de 35-50 pm/s a été déterminée.
La plupart des leucocytes se détachent de 1'endothélium et rejoignent la circulation, alors que
quelques-uns uns restent attachés a I'endothélium (adhésion ferme).

L'adhérence a été mesurée comme nombre de cellules stationnaires immobiles pour un
temps supérieur a 30 s dans un vaisseau de 100 um de diamétre. Puisque beaucoup de cellules
commencent a s’attacher et adhérer a 1'endothélium et plus tard a se désengager et retourner
dans la circulation sanguine, il est important de mesurer 1'adhérence ferme comme définie par

le temps ou la cellule reste stationnaire.
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L’étude de ces étapes et de leur régulation a aidé a la compréhension du recrutement des
¢osinophiles en réponse a des allergénes ou a des parasites vers les sites de réaction
inflammatoire chronique.

L’importance quantitative in vivo des interactions entre les molécules d’adhésion des
¢osinophiles et des cellules endothéliales est démontrée par le fait qu’une inhibition des
molécules d’adhésion soit sur les €osinophiles soit sur les cellules endothéliales diminue
significativement le recrutement des éosinophiles vers les tissus lors d’inflammation

allergique [4 in 50].

Attachement primaire et « rolling »

La premiére étape dans le processus de recrutement des leucocytes aux sites de
l'inflammation est la génération d’interactions €osinophile / cellule endothéliale passageres
qui causent l'attachement primaire réversible et le « rolling » des leucocytes sur la surface de
la cellule endothéliale. Différentes combinaisons de molécules d’adhérence sur les cellules

endothéliales permettent d’attirer différents sous-types de leucocytes [250].

L’attachement primaire et le « rolling » des éosinophiles correspondent a la mise en
place d’interactions réversibles de faible énergie (liaison de van der Waals, H,
¢lectrostatiques, ioniques...) entre les molécules d’adhésion exprimées par les cellules
endothéliales et par les éosinophiles. En raison de la force de déplacement des leucocytes due
au flux sanguin, ces liaisons sont rapidement établies puis rompues entrainant la margination
des éosinophiles le long de 1’endothélium, et ’apparition de frottements qui ralentissent
progressivement la progression des leucocytes. En outre, la vitesse relativement lente des
globules blancs dans le torrent circulatoire amplifie les probabilités de rencontre entre les
¢osinophiles et les molécules d’adhésion présentes sur le pole apical des endothéliums [297].
Ces données cinétiques varient selon les protéines d’adhésion mises en jeu (sélectines

principalement et intégrines) et le flux sanguin [10].

Les sélectines

La contribution majeure des sélectines a 1’attachement primaire a été prouvée dans de
nombreuses études [52, 211, 242, 410]. Les sélectines exprimées sur les éosinophiles (L-
s¢lectine) et les cellules endothéliales (P-sélectine principalement et E-sélectine) sont les

molécules principales qui médient I’attachement primaire et le «rolling » des leucocytes.
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Bien que des cellules endothéliales activées par des cytokines expriment la E-sélectine, elles
ne se lient pas aux éosinophiles par cette sélectine lors du « rolling » [211], certainement a
cause de la faible expression des glycoconjugués correspondants a la surface des €osinophiles.

La P-sélectine, portée par les cellules endothéliales, exerce par contre un role central.
Chez des souris déficientes en P-sélectine et aprés un défi allergéne, on constate en
microscopie intravitale que le « rolling » est sensiblement réduit en comparaison avec des
souris de type sauvage. Le « rolling » a lieu principalement dans les veinules [410], et chez
les souris déficientes en P-sélectine, les éosinophiles « roulent» plus vite le long de
I’endothélium. L’absence de P-sélectine affaiblirait les interactions initiales de 1’éosinophile
avec la cellule endothéliale ce qui empécherait le ralentissement de leur déplacement [52]. La
P-sélectine des cellules endothéliales se lie par fixation a la séquence amino-terminale de
PSGL-1 présent a la surface des éosinophiles. L’expression de la P-sélectine est trés
augmentée en présence des IL-4 et IL-13, et dans des cultures de cellules avec ces cytokines,
I’adhésion des éosinophiles est entierement inhibée avec un anticorps anti PSGL-1 ou anti P-
s¢lectine [467]. En revanche, la L-sélectine des éosinophiles n’est pas strictement nécessaire
pour I’attachement primaire a I’endothélium mais elle contribue a ’agrégation homotypique

des éosinophiles [211].

Les intégrines

Contrairement au « rolling » des neutrophiles pour lequel la L-sélectine est le principal
médiateur [10], le « rolling » des éosinophiles est aussi médié par I’intégrine VLA-4 chez le
lapin [410], le cheval [22], la souris [211] et ’homme.

VLA-4 (04p1,CD29/CD49d) et a4p7 sont des intégrines bivalentes qui possedent une
chaine a4 commune impliquée dans la reconnaissance des protéines endothéliales de la
superfamille des Ig telle que VCAM-1 et des protéines matricielles telles que la fibronectine
(deux sites distincts) [477]. Elles ne sont pas indispensables au « rolling », puisque des
anticorps anti intégrines n’inhibent que partiellement cette premicre étape [22, 211, 410, 467].
En effet des anticorps anti 04 mais pas des anticorps anti B2 inhibent le « rolling » des
€osinophiles in vivo ou in vitro [212, 410].

Ces différentes intégrines autorisent d’une part 1’adhérence réversible pendant le
« rolling » et d’autre part I’adhérence ferme et non réversible qui précéde la transmigration.

Selon les contraintes du milieu, les éosinophiles attachés peuvent soit se détacher soit

étre convertis en des cellules adhérant fermement a 1I’endothélium [153, 212}.
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Adhésion ferme

Les interactions intégrines / protéines membranaires de la superfamille des Ig portées
par les éosinophiles et les cellules endothéliales assurent 1’adhésion ferme précédant la
migration. Certes, VLA-4 (a4B1) et le mucosal homing receptor (a4B7) participent également
au « rolling » mais la plupart des intégrines (VLA-6 (a6p1), Mac-1 (o MB2, CD11b/CD18) et
LFA-1 (CD11a/CD18 , aLLB2) pour les plus importantes) interviennent plus spécifiquement
dans I’adhésion ferme, en se liant a des membres de la superfamille des Ig présents sur les
cellules endothéliales comme ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106) [52, 106, 303], ICAM-2,
MadCAM-1, PECAM-1 ou a des protéines de la matrice extracellulaire telles que la laminine
et la fibronectine [55, 146, 453] (Tableau 2). En outre, les €osinophiles expriment également
des ligands spécifiques des B1 et B3 intégrines des cellules endothéliales tels que PECAM-1 et
ICAM-3. De plus, la reconnaissance des protéines de la matrice extracellulaire (fibronectine,
collagenes, laminines) par les Bl et B3 intégrines permet d’ancrer les éosinophiles et les
cellules endothéliales sur la matrice extracellulaire et indirectement de consolider les
interactions membranaires entre les deux types de cellules.

Les interactions VCAM-1/VLA-4 et ICAM-1/LFA-1 ne seraient pas équivalentes. En
effet, 1’utilisation d’anticorps anti VCAM-1 ou anti VLA-4 prévient complétement
I’infiltration trachéale des éosinophiles murins, alors que les anticorps anti [CAM-1 ou anti
LFA-1 ne parviennent pas a inhiber la migration des €osinophiles. Par ailleurs, un défi
allergene induit une augmentation de I’expression de VCAM-1. Ainsi, I’interaction VCAM-
1/VLA-4 permettrait 1’adhésion et la migration des éosinophiles alors qu ICAM-1 n’aurait
qu'un tres faible rdle [303]. Cependant, Broide ef al. montrent une réduction de 67% de
'adhérence ferme des €osinophiles lors de péritonite chez des souris ICAM-1-déficientes. La

variabilité des interactions mises en jeu serait liée au modele choisi [52].

Une méme stimulation peut induire d’une part une activation passagere de la BI
intégrine VLA-4 (impliquée dans le « rolling »), et d’autre part une activation prolongée de la
B2 intégrine Mac-1 (impliquée dans 1’adhésion ferme) [459]. En effet, la chaine o est
impliquée dans la reconnaissance spécifique d’un ligand (VCAM-1 pour o4 (VLA-4= 04p1)
ou ICAM-1 pour aM (Mac-1= aMp2)). Par conséquent, la mise en place soit du rolling soit de
I’adhésion ferme dépend de I’expression de la chaine a de ’intégrine. La chaine B assure
ensuite la transduction du signal membranaire percu et les effets biologiques induits. Il existe
des interactions privilégiées de la chaine 2 avec des protéines du cytosquelette (les caténines

par exemple) impliquées dans les phénoméenes de motilité et de mobilité des cellules, ce qui
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explique aussi la variabilité¢ des effets induits selon la nature de la chaine B de I’intégrine

(chaine de type B1 ou de type B2) [212, 477].

Le recrutement des €osinophiles sur les sites inflammatoires est facilité par 1’activation
privilégiée des P2 intégrines stimulées par ICAM-1 [422]. Le passage d’une voie de
transduction VCAM-1/B1 intégrines (VLA-4) vers une voie de transduction ICAM-1/p2
intégrines (Mac-1) résulte d’une expression différentielle des B intégrines (répression des 1
et induction des B2 en présence d’un stimulus). Les €éosinophiles expriment dans un premier
temps a4p1 (VLA-4 pour VCAM-1), qui sert a la fois la fonction d’attachement initial requise
pour ralentir des €osinophiles sous des conditions de flux, et 1’étape d’adhésion ferme [409,
410]. Ils expriment ensuite une B2 intégrine (Mac-1 pour ICAM-1) qui favorise seulement
I’adhésion ferme. Puisque les B2 intégrines ne participent pas a 1’étape d’attachement initial et
au ralentissement des éosinophiles, ces derniers ne peuvent pas s’accumuler sur ICAM-1
[422]. En revanche, I’attachement initial (interactions VCAM-1/B1 intégrines) potentialise les
interactions ultérieures ICAM-1/B2 intégrines lors de 1’adhésion. Ces étapes séquentielles sont
aussi notées in vivo, puisque les leucocytes du flux sanguin s’attachent toujours faiblement et

roulent avant de devenir fermement adhérents.

Finalement, le mod¢le actuellement retenu est celui-ci (Figure 10) :

Les €osinophiles circulants établissent un contact avec les cellules endothéliales, I’expression
des sélectines, des Bl intégrines et de leurs ligands spécifiques pouvant étre augmentée grace
a un milieu favorable. Ces leucocytes roulant a la surface entrent en contact avec d’autres
molécules (de la superfamille des Ig) qui favorisent une expression différentielle des (2
intégrines, nécessaire a 1’adhérence ferme.

La régulation de ces molécules de surface (récepteur et ligand) permet aux éosinophiles de
migrer ou non vers les sites inflammatoires. Les études se sont vite focalisées sur la régulation

exercée par les chaines a et 3 des intégrines.
Régulation du recrutement
Comme nous venons de le voir, le recrutement est une suite d’événements séquentiels
qui permet aux €osinophiles de migrer vers les tissus. La régulation de cet événement a lieu a

différents niveaux : expression des molécules endothéliales et expression des molécules de

surface des éosinophiles.
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Figure 11 : Régulation de I'expression des molécules d’adhésion endothéliales lors du
recrutement des éosinophiles par les cytokines.
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Variations de I’expression des molécules
endothéliales : P-sélectine, VCAM-1 et
ICAM-1

Plusieurs cytokines, notamment pro-inflammatoires, et médiateurs vasoactifs
(histamine) sont présents aux sites d'inflammation allergique et sont capables de moduler
I’expression des molécules endothéliales d'adhésion (Figure 11).

Deux types de récepteur pour I’IL-1 (IL-1R) existent (type 1 et 2) et les deux formes
de I'IL-1 (IL-1a et IL-1P) se lient au récepteur de type 1 avec une affinité¢ élevée mais pas
avec le type 2. In vitro, I’'IL-1p peut induire 1’expression de VCAM-1, d’ICAM-1 et de la P-
sélectine sur des HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) [171, 431]. Le role de
I’IL-1 est confirmé in vivo par des études en microscopie intravitale sur des souris déficientes
en récepteur de type 1 chez lesquelles on constate une diminution de 1’adhérence ferme finale
en comparaison avec des souris de type sauvage apres un défi allergéne. La réduction du
nombre d’éosinophiles adhérents résulte d’un effet d’inhibition du « rolling » de 50% et de
I’adhésion ferme de 80% [51].

Une ¢étude avec des souris déficientes dans 1I’expression des récepteurs du TNF (p55 et
pS55/p75) a montré, en comparaison avec des souris de type sauvage et par microscopie
intravitale aprés un défi allergene, une réduction d’une part du « rolling » et d’autre part de
I’adhésion ferme des €osinophiles [53]. Comme I’IL-1p, le TNFa peut induire 1I’expression de
VCAM-1, &’ICAM-1 et de la P-sélectine in vitro [171, 431]. Chez la souris, I’histamine induit
la mobilisation intracellulaire de la P-sélectine stockée dans les granules alors que le TNFa
induit son expression en régulant le niveau de la transcription [152]. Chez ’homme, le TNFa
induit aussi I’expression de VCAM-1, de la E-sélectine, et d’ICAM-1 mais reste sans effet sur
I’expression de la P-sélectine (En effet, le promoteur de la P-sélectine humaine ne comporte
pas de site de régulation NFxB) [467]. Ainsi le TNF induit, via ses récepteurs, 1’expression
des molécules endothéliales et donc régule le « rolling » et I’adhésion. Néanmoins, puisque
I’inhibition de ces deux étapes du recrutement chez des souris mises en présence d’un
allergéne et déficientes en récepteur pour le TNF n’est pas compléte, le TNF est important
mais ne constitue pas une voie unique de régulation [53]. Les molécules induisant la
production de I’IL-1B et du TNFa, comme le LPS (lipopolysaccharide), n’ont donc que des

roles indirects dans 1’induction du recrutement des €osinophiles [88].

Les cytokines IL-4 et IL-13 induisent sélectivement 1’expression de VCAM-1 sur les

cellules endothéliales mais pas celle de ICAM-1 [41, 380]. Elles augmentent également
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I’expression de la P-sélectine de fagon dose et temps dépendante [467], I’activation du facteur
de régulation de la transcription STAT-6 étant essentielle a cet effet de I'IL-4 (et
probablement de 1I’'IL-13) sur les HUVEC [204, 467].

Régulation des sélectines et intégrines des

éosinophiles

Les chémokines ou autres facteurs chimioattractants (RANTES, MCP-3, C5a...) sont
directement impliqués dans I’attachement primaire et le « rolling » ainsi que dans 1’adhésion
ferme. L’orientation vers I'une de ces étapes est conditionnée par la nature du facteur
chimioattractant, son immobilisation sur la membrane de I’éosinophile par un récepteur
spécifique et par sa densité a la surface cellulaire en association avec les intégrines. En effet,
des chémokines hydrosolubles libres ne sont capables d’induire un attachement qu’en
I’absence de flux sanguin (conditions statiques) [153].La fixation des facteurs
chimioattractants sur la membrane de 1’éosinophile entraine un changement de conformation
des chaines a4 de VLA-4 (B1 intégrine) aptes a reconnaitre le ligand endothélial, VCAM-1,
et, aprés activation des la cascade des MAPKSs (par phosphorylation des kinases p42 et p44
par I’éotaxine par exemple [42] ) le recrutement focal de plusieurs molécules de B1 intégrines,
ces modifications structurales correspondant a un gain d’avidité (augmentation du nombre
d’interactions possibles) de VLA-4 [153]. Cette action primaire des facteurs chimioattractants
favorable a 1’attachement primaire est amplifiée lorsqu’ils induisent en plus une augmentation
transitoire de 1’expression de la B1 intégrine VLA-4 (cas de RANTES, MCP-3, C5a) [459].
Cette premicre étape est donc favorisée par une surexpression membranaire focalisée des 1
intégrines (VLA-4) : dans ce cas, le nombre de protéines membranaires d’adhésion de type
VCAM-1 nécessaires, présentes a la surface de 1I’endothélium, peut ainsi étre abaissé [153].

Néanmoins, les interactions cellulaires mises en place par le couple VCAM-1/VLA-4
entre 1’éosinophile et la cellule endothéliale ne sont pas suffisamment stables pour résister a la
force d’entrainement du flux sanguin : elles se font et se défont en continu dans les zones
successives de contact : c’est le « rolling » de 1’éosinophile le long de I’endothélium [153]. 1l
a ainsi ét¢ montré que l’éotaxine provoquait I’adhésion des éosinophiles in vitro sous
conditions de flux [211, 421] et in vivo chez le lapin une augmentation du « rolling » des
€osinophiles [42].

L’adhésion ferme des ¢€osinophiles sur les cellules endothéliales (HUVEC) non

stimulées peut étre obtenue lorsque les deux types de cellule sont incubés en présence d’un

surnageant de culture de cellules endothéliales stimulées par le TNFa ou I'IFNy. En
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conditions de flux D’addition d’un anticorps anti CCR3 diminue 1’accumulation des
¢osinophiles en synergie avec des anticorps anti a4. Cela suggére que plusieurs cytokines
peuvent réguler 1’adhésion en stimulant la production de chémokines (comme 1’éotaxine dont

le récepteur est CCR3) par les cellules endothéliales [212].

Il est actuellement supposé que les chémokines libérées localement (de fagon
autocrine et paracrine) aux sites d’inflammation se lient aux protéoglycannes endothéliaux sur
la surface luminale pour favoriser la conversion d’un état de leucocyte « attaché et roulant » a
un état de ferme adhésion a ’endothélium. La chémokine ainsi retenue sur I’endothélium ne
serait donc pas emportée par le flux sanguin et les leucocytes « roulant » se lieraient ainsi aux

chémokines présentées, comme par exemple, in vitro, RANTES se lie a CD44 [466].

Les études en chambre de flux montrent que 1’arrét des leucocytes a lieu tres vite in
vitro, souvent en quelques secondes, et dépend de la liaison de I’intégrine des leucocytes (2
et/ou B1) a la molécule d’adhésion endothéliale (ICAM-1 et/ou VCAM-1). La concentration
effectivement liée in vivo est certainement inférieure a celle étudiée in vitro, méme en
condition de flux. Aussi, bien que les protéoglycannes puissent fixer les chémokines, il n’est
pas certain que in vivo ces cytokines ainsi exhibées stimulent le changement d’avidité des

intégrines sous des conditions de flux sanguin [50].

Comme I’adhésion ferme des éosinophiles résulte d’un changement de la nature des
interactions intégrines/protéines membranaires de la superfamille des immunoglobulines
(mise en place d’interactions ICAM-1/B2 intégrines (Mac-1) au lieu de VCAM-1/p1
intégrines (VLA-4)), il est admis que c’est la persistance locale des chémokines qui entraine
une variation progressive de I’expression des intégrines de 1’éosinophile et I’établissement
d’un nombre important d’interactions éosinophile/cellule endothéliale localement. On a pu
montrer que RANTES, MCP-3 et le C3a et le C5a, de méme que 1’occupation des récepteurs
CCR3 par I’éotaxine [50], induisaient une surexpression prolongée des P2 intégrines en

parallele d’une répression des B1 intégrines (apres une bréve surexpression) [459].

Des quantités élevées de C3a et de CS5a corrélées avec une infiltration des voies
aériennes par les €osinophiles ont été observés 24h apreés un défi allergéne chez des sujets
atteints d'asthme allergique, mais pas chez les sujets contrdles [223]. In vivo, C3a favorise

rapidement une adhérence stable des €¢osinophiles, mais pas des neutrophiles, sur les veinules
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mésentériques chez le lapin, alors que C5a induit I'adhérence ferme et rapide des €osinophiles

et des neutrophiles sur I'endothélium. Dans tous les cas, le pré-traitement des éosinophiles
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Tableau 4 : Facteurs de régulation (cytokines et chémokines) de I'expression des protéines
d’adhésion de I'éosinophile et conséquences sur le recrutement.

AF : Adhésion ferme ; APR : Attachement primaire + « Rolling » ; 72 : augmentation ; ~:

diminution.

Fonctions de régulation

Conséquences sur I'interaction des
éosinophiles avec les
cellules endothéliales

Chémokines et

Protéines d’adhésion des

Cytokines facteurs éosinobhiles Conséquences
chimioattractants P
IFNy RANTES o
Eotaxine, Eotaxine-2 | 1- 7 transitoire des 31
IFNy + TNFa intégrines (VLA-4) 1:APR
2- N L-sélectine
MCP-3 3- 7 B2 intégrines et ~ B1 2et3:AF
intégrines
TNFO{ gomme 1- ™ L-sélectine,
f(‘geri”mine , |*csa 2- 7 de a5p1 AF
priming 3- 7 B2 intégrines (Mac-1)
N L-sélectine et ™ 1
C3a intégrines AF
7 B2 intégrines
IL-4 ,
- ? ?
IL-13 Eotaxine-3 : /
IL-5 N L-sélectine AF
GM-CSF 7 2 intégrines Mac-1
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avec des anticorps anti a4 et anti B2 intégrine bloque complétement I’adhésion ferme des
¢osinophiles. En outre, C3a (sur les ¢€osinophiles) et C5a (sur les éosinophiles et les
neutrophiles) ont provoqué une perte de la L-sélectine et une augmentation de I’expression de
I’intégrine Mac-1 (aMB2) [106]. Ces études comparatives des €osinophiles et neutrophiles
suggerent que C3a est un médiateur chimiotactique spécifique des éosinophiles qui influence
sélectivement l'adhérence des éosinophiles, mais pas la transmigration in vivo, et que C5a, en
revanche, est un activateur complet, c¢’est-a-dire de I'adhésion intégrine-dépendante aussi bien

que de la transmigration, des éosinophiles et des neutrophiles.

A ce stade, il peut toujours exister une possibilité¢ de détachement des éosinophiles qui
a ¢t¢ mise en évidence en étudiant 1’¢otaxine-2. Cette chémokine induit de fagon
concentration dépendante le détachement des €osinophiles liés a VCAM-1. Elle promeut
certes I’expression des 2 intégrines (et la possibilité d’adhésion ferme) mais en parallele, elle
provoque une répression rapide des chaines 04 donc une diminution des interactions de
I’attachement primaire et par voie de conséquence, la perte d’un certain nombre de contacts
¢osinophile/endothélium. Entrainé par le flux sanguin, 1’¢osinophile est susceptible de se
détacher [421, 422].

En ce qui concerne 1’éotaxine-3, ses roles précis dans 1’attachement primaire et dans
I’adhésion ferme des €éosinophiles ne sont pas encore clairement définis sans doute en raison
de sa découverte récente [396].

Ces différents exemples de chémokines montrent que les facteurs chimioattractants ne
sont pas équivalents dans I’orientation du devenir des €éosinophiles et que 1’adhésion ferme
des ¢osinophiles met en jeu des interactions séquentielles et superposées impliquant les 1
intégrines puis les B2 intégrines.

En effet, des anticorps anti B1 bloquent non seulement I’attachement primaire mais
aussi ’adhésion ferme des éosinophiles sur des cellules endothéliales HBEC (human
bronchial epithelial cell) en présence de C5a ou d’éotaxine, tandis que les anti B2 n’inhibent
que I’adhésion ferme. Comme il a été précédemment envisagé, la principale Bl intégrine
impliquée est VLA-4 dont I’expression membranaire est amplifiée directement a 1’échelle
cytoplasmique par 1’éotaxine et indirectement a 1’échelle génomique par le C5a, MCP-3 et
RANTES. Cependant, une autre Bl intégrine, a5B1, connue pour sa capacité de
reconnaissance de la fibronectine et induite par C5a, semble fortement impliquée dans la
transformation de 1’éosinophile « roulant » en €éosinophile « adhérent ». Apres activation par
reconnaissance de la-fibronectine adsorbée sur les' cellules endothéliales, cette derniére

favoriserait le recrutement membranaire des B2 intégrines par des méecanismes encore non

85



identifiés. Lorsque des éosinophiles sont préalablement incubés par le TNFa avant d’étre
exposés au C5a, on observe une trés forte intensification de 1’adhésion des éosinophiles sur
les HBEC, cet effet étant aboli en présence d’anticorps anti B1 ou anti f2. Le TNFa est donc
un agent de « priming », c’est-a-dire qu’il n’a pas ou peu d’effet seul mais potentialise
I’action d’un second agent inflammatoire, ici : C5a. En revanche, le TNFa n’exerce aucun
effet activateur ou inhibiteur sur les é€osinophiles incubés en présence d’éotaxine. Ces
résultats suggerent que d’une part le TNFa favorise le recrutement des P2 intégrines
cytoplasmiques et que d’autre part, la B1 intégrine (a5SB1) spécifiquement induite par le C5a
conduit 2 une expression membranaire des P2 intégrines: 1’adhésion ferme se trouve
amplifiée [55].

Plusieurs cytokines interviennent dans la régulation de I’attachement primaire et de
I’adhésion ferme des €osinophiles en contrélant directement 1’expression des protéines
membranaires d’adhésion des éosinophiles et indirectement celles des chémokines/facteurs
chémoatttractants (Tableau 4). Par exemple, I'IL-4 et I’IL-13 induisent 1’expression de
I’ARNm de I’éotaxine-3 mais pas le TNFa, ni I'IL-1B, ni 'IFNy seuls ou associés. En
revanche, I'I[FNy ou I’association du TNFa avec I'IFNy augmentent I’expression de
I’¢éotaxine, de MCP-4 et de RANTES [396]. L’IFNy serait par conséquent essentiellement
impliqué dans la promotion de I’attachement primaire en induisant [’expression des
chémokines et celle de la L-sélectine de facon temps et dose dépendante et n’a pas d’action
sur I’expression de CD11b. A D’inverse, I'IL-5 et le GM-CSF favorisent plutot I’adhésion
ferme en amplifiant conjointement I’expression de Mac-1 (CD11b/CD18) et en réprimant

celle des L-sélectines (CD62L) [287].

Migration

Mécanismes de transmigration endothéliale

Afin d’atteindre les tissus, les €osinophiles doivent migrer a travers I’endothélium
alors que la migration des ¢€osinophiles de la moelle osseuse a travers I’endothélium
sinusoidal est transcellulaire, c’est-a-dire qu’elle n’a pas lieu par les jonctions des cellules
endothéliales [326]. Le rdole des molécules d'adhésion, des chémokines et l'effet de
cisaillement ont tous été étudiés pour déterminer leur role dans la facilitation de cette étape de
transmigration endothéliale.

La migration des leucocytes vers les sites inflammatoires repose sur des interactions

séquentielles nécessaires au bon déroulement de la transmigration : I’activation des cellules
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endothéliales, le « priming » des €éosinophiles et la présence de chémoattractants, et les forces

de flux présentes (Figure 12).

Les études employant des mode¢les de transmigration avec des HUVEC et des HPMEC
(Human Pulmonary Microvascular Endothelial Cells), in vitro et en conditions statiques, ont
montré que les cellules endothéliales peuvent étre stimulées (expression de VCAM-1, ICAM-
1, E-sélectine ou production de GM-CSF et RANTES par exemple) par I’IL-1p, le TNFa ou
I’TL-4 [118, 119, 126, 293, 387], I’activation par IL-1p étant beaucoup plus efficace que celle
par le TNFa. Dans le cas des HPMEC, le TNFa se révele plus efficace que 1’association
TNFa et IL-4 [387, 472]. Mais dans des conditions de flux, TNFa, contrairement a IL-4, ne
permet pas d’activer les cellules endothéliales, indépendamment de I’état d’activité des
¢osinophiles [83].

Ce processus d’activation des cellules endothéliales, HUVEC ou HPMEC, est inhibé
par des anticorps dirigés contre les 2 intégrines de la surface des €osinophiles [118, 472], ce
qui souligne I’importance des interactions membranaires entre éosinophiles et cellules
endothéliales.

Le « priming » des €osinophiles (préactivation potentialisatrice d’une costimulation),
réalisé in vitro en conditions statiques par les hématopoiétines IL-5 [78, 387], IL-3 et GM-
CSF [119, 293] permet de renforcer la transmigration. Des résultats similaires sont obtenus
avec des ¢€osinophiles issus de patients allergiques ayant subi un défi allergene. Dans ces
conditions statiques, la transmigration, méme favorisée par un « priming », dure plusieurs
heures, alors que in vivo elle semble trés rapide. En revanche, la transmigration est inhibée en
I’absence de « priming ». L ensemble de ces données suggere que le « priming » n’est pas un
facteur primordial de la transmigration des éosinophiles et que la présence de forces dues au
flux sont nécessaires.

D’un point de vue moléculaire, le mécanisme du « priming » pourrait étre similaire a
celui observé lors de la liaison de I’IgA sur son récepteur (FcaR). On observe que, in vitro,
sur des ¢€osinophiles issus de donneurs sains, la stimulation avec I’'IL-4 ou I’IL-5 induit
’activation de la p38 MAPK via I’activation de la PI3K, ce qui favorise ensuite la liaison de
I’'IgA a FcaR ; en revanche, le TNFa n’induit que I’activation de p38 MAPK et I’IgA ne se lie
alors pas a son récepteur. Par contre, avec des €osinophiles issus de donneurs allergiques, le
TNFa est un facteur de « priming » comme I’IL-4 et ’IL-5. Finalement, la PI3K et la p38
MAPK doivent étre activées pour que le récepteur de I’IgA s’active et se lie a IgA et donc il
est possible que, in vivo, les éosinophiles aient une activité basale PI3K suffisante pour avoir

un effet synergique avec I’activation induite par la p38 MAPK [44].
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Figure 12 : Transmigration des éosinophiles au travers de I'endothélium.
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De nombreux chémoattractants semblent favoriser la transmigration des €osinophiles.
La molécule RANTES et le PAF induisent sélectivement la transmigration des éosinophiles,
en particulier apres stimulation des €osinophiles avec I’IL-5 et des cellules endothéliales avec
I’IL-4 [120, 375]. Plus récemment, on a montré que 1’addition exogene in vitro d’éotaxine,
d’éotaxine-2, de MCP-4 et de RANTES induisent la migration des éosinophiles a travers des
HUVEC non stimulées, de fagon dose-dépendante. L.’éotaxine et 1’éotaxine-2, qui ne se lient
qu’a CCR3 sont plus efficaces que RANTES et MCP-4 qui sont des agonistes non sélectifs,
mais le mécanisme reste inconnu. L’utilisation d’anticorps anti CCR3 inhibe la transmigration
induite par les chémokines exogenes (éotaxine, €otaxine-2) mais ne modifie pas ou peu celle
liée a la stimulation par 'IL-1B, le TNFa et I'IL-5. Il semble donc que I’action des
chémokines dans la transmigration soit en partie CCR3 dépendante [387]. Cuvelier et al.,
dans leur étude avec des HUVEC stimulées par I’IL-4 en conditions de flux ont eux aussi
montré que la transmigration est majoritairement dépendante de CCR3 [83].

En réponse a une stimulation par I’IL-4, les HUVEC produisent de 1’éotaxine-3. Cette
chémokine peut soit étre libérée sous forme libre soit rester associée a la cellule endothéliale
par des interactions avec des protéoglycannes. Puisque la transmigration est majoritairement
dépendante de CCR3 (65%), et qu’elle est inhibée de fagon optimale par [’utilisation
d’anticorps anti éotaxine-3 adsorbée sur les HUVEC stimulées par I’IL-4, 1’¢otaxine-3
présente sur les surfaces endothéliales stimulées par 1’'[L-4 est déterminante dans la
transmigration des éosinophiles [83].

In vitro, les anaphylatoxines C3a et C5a induisent elles aussi la transmigration des
¢osinophiles. Le C5a induit I’expression de aMP2 et la diminution de la transmigration est
tres fortement favorisée par la présence de conditions de flux. /n vivo, le fragment du
complément C5a (en induisant 1’expression des 2 intégrines) et la L-sélectine conservent leur
role d’inducteur de la transmigration dans le mésentére de lapin. Par contre C3a, qui est
sélectif pour les éosinophiles, n’induit plus la transmigration, peut-étre en relation avec la
régulation de sa durée de vie ou de sa concentration in vivo [106].

Les chémokines dérivées des cellules endothéliales servent probablement a initier la
transmigration des €osinophiles en se liant a leur récepteurs sur les éosinophiles (par exemple
les HUVEC stimulées par I’IL-4 produisent de 1’éotaxine-3 qui se fixe a CCR3 sur les
¢osinophiles) et d’autres signaux indiqueraient le sens de migration, mais les mécanismes ne
sont pas encore complétement ¢lucidés [83]. L’€éotaxine, 1’¢otaxine-2, le MCP-4, et RANTES
induisent de fagon concentration-dépendante la migration des €osinophiles a travers des
HUVEC non stimulées via le CCR3 [387]. Le MDC (monocyte/macrophage-derived

chemokine) emprunte par contre une voie de signalement indépendante de CCR3 et de CCR4,
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ce dernier récepteur n’étant d’ailleurs pas identifié¢ sur les éosinophiles [40]. Enfin, certaines
molécules comme le LPS peuvent induire la migration des éosinophiles via le CCR3 mais
indépendamment des chémokines majeures que sont 1’¢éotaxine et RANTES [337]. La
question de la nécessité d’un gradient de chémokines pour favoriser la transmigration se
résumerait maintenant a savoir si les HUVEC expriment plus ou moins de chémokines a leur
surface.

Les ¢éosinophiles expriment, comme nous ’avons vu dans 1’adhésion leucocytaire, des
B2 intégrines alLP2 (LFA-1, CD11a/CD18) et aMp2 (Mac-1, CD11b/CD18) qui se lient a
ICAM-1 et des Bl intégrines VLA-4 (a4 B1) qui se lient 8 VCAM-1. In vitro, les anticorps
anti CD11a, anti CD11b et anti a4 seuls ou en association inhibent la transmigration, I’effet
optimal étant obtenu avec un anti CD11b. Lors de la stimulation in vitro de la migration des
¢osinophiles par certaines chémokines, 1’augmentation de 1’expression de CD11b semble étre
un point crucial d’une des voies de la transmigration [190]. Cependant, cette intégrine n’est
pas strictement nécessaire puisque dans d’autres modeéles de stimulation, I’inhibition de
CDI11b n’inhibe pas complétement la transmigration. /n vitro et en 1’absence de stimulation
de I’endothélium ou des éosinophiles, les anticorps anti oL (LFA-1) et anti B2 sont les seuls a
inhiber la transmigration. Ainsi VLA-4/VCAM-1 et LFA-1 sont aussi impliqués [118, 190,
303].

Par ailleurs, les ¢€osinophiles comme les neutrophiles expriment des PECAM-1
(CD31). Une incubation de neutrophiles et de monocytes avec des anticorps anti CD31
entraine une inhibition de la transmigration [282]. Cependant, in vivo, sur un modele de souris
asthmatiques, la migration des ¢€osinophiles n’est pas modifiée alors que celle des
neutrophiles et des monocytes est diminuée de 80% [282]. De plus, in vivo, une étude avec
des souris déficientes en PECAM a permis de confirmer 1’existence de voies alternatives,
PECAM-indépendantes, permettant le recrutement des leucocytes [112]. Les auteurs
proposent que, in vivo, les €osinophiles utilisent une voie PECAM-indépendante (mais qui
n’est pas encore caractérisée) et/ou que les médiateurs libérés aux sites d’inflammation
inhibent la voie PECAM en requerrant les éosinophiles pour utiliser une voie non PECAM. Il
est donc probable que, pour étre optimale, la transmigration implique les intégrines B1 et 2,

ainsi que d’autres voies comme PECAM, selon le milieu environnant.

L’extrapolation des résultats obtenus in vitro a la situation in vivo est délicate pour
plusieurs raisons : la migration étant un processus séquentiel, I’inhibition d’une étape précoce

a forcément pour conséquence 1’inhibition de la cascade, or cet effet en chaine est difficile a
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quantifier en I’absence de mesure de la quantité d’€osinophiles migrant [106]. Ensuite, les
modeles varient aussi quant au type cellulaire utilisé pour représenter 1’endothélium. Ainsi, la
plupart des études emploient des HUVEC, mais Yammamoto et al. [472] pensent que les
HPMEC sont un meilleur modele pour la reproduction de la migration des €osinophiles dans
la microvascularisation des poumons: d’une part, les HUVEC sont des -cellules
macrovasculaires et non pulmonaires, et d’autre part les cellules constituant les endothéliums
macro- et micro-vasculaires différent par leurs propriétés biologiques.

Enfin, une autre grande différence entre les conditions in vitro et in vivo est le flux
sanguin. Cuvelier ef al. ont récemment mené une €tude sur la migration des €osinophiles en
présence d’une force de cisaillement. Ils montrent que cette force physique (le flux sanguin in
vivo) favorise et accélére la transmigration puisque 50% des €osinophiles migrent dans un
délai de 7 minutes, alors que moins de 15% d'éosinophiles migrent dans le méme temps en
conditions statiques. Aprés 20 minutes, moins de 25% d'éosinophiles ont migré en condition
statiques, tandis que la transmigration sous conditions de flux allait jusqu’a 90% [83]. Enfin,
certaines cytokines (TNFQ) in vitro auraient une action positive en conditions statiques [118,
387] sur la transmigration, mais en conditions de flux, leurs effets ne sont plus décelables
[83].

Les mécanismes liés aux forces de flux ont été récemment mis en évidence avec des
HUVEC stimulées par I’'IL-4 ou le TNFa. La liaison des éosinophiles 8 VCAM-1 augmente,
de facon dépendante du flux, la phosphorylation de ERK2 mais pas celle de JNK (c-jun NHo-
terminal kinase) ni celle de p38 MAPK. En outre, I’adhésion induite met en jeu le
cytosquelette d’actine avec 1’activation des « focal adhesion proteins » (FAK (focal adhesion
kinase) et paxilline). Enfin, les calpaines (protéases qui dégradent les « focal adhesion
proteins ») et les ROCK (Rho-associated protein kinase), enzymes dont I’activation permet le
réarrangement du cytosquelette, ont aussi un rdle dans la transmigration des €¢osinophiles en
favorisant leurs capacités de déformation (c’est-a-dire de rétraction). Finalement, les cellules
endothéliales participent activement au recrutement des leucocytes et un modele de
transmigration dépendant des forces de flux est proposé par les auteurs : en condition de flux,
la liaison des €osinophiles aux molécules d’adhésion des cellules endothéliales induit un
changement des forces locales subies par les cellules endothéliales. Ces forces sont transmises
par le cytosquelette aux « protéines d’adhésion focale » sur la face basolatérale des cellules
endothéliales (comme 1’atteste la phosphorylation de la FAK et de la paxilline), cela
augmentant D’activation de ERK2 et de ROCK. En I’absence de lien physique avec le
cytosquelette, la signalisation via ERK2 ne peut pas avoir lieu. L’activation de la calpaine en

réponse a I’augmentation de concentration du Ca®* intracellulaire et a I’activation de ERK
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Tableau 5: Facteurs chémoattractants

éosinophiles.

impliqués dans

Médiateurs

Effets sur les éosinophiles

Lipidiques :

SCF-LTB4
LTD4
50xoETE
PAF

Recrutement / Adhésion

+ « priming »

Cytokines :

IL-3

IL-5

IL-4
GM-CSF
IL-16
TNFa
IL-13

Recrutement / Adhésion

+ « priming »
Diminution de la transmigration

RANTES
MCP-3
MCP-4
MDC
MIP-1a
IL-8
Eotaxine

Chémokines :

Eotaxine-2
Eotaxine-3

Recrutement / Adhésion

la migration tissulaire des
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entraine la dégradation de ses protéines cibles (« protéines d’adhésion focale ), influengant
ainsi la transmigration [84].

Les mécanismes spécifiques qui régissent la transmigration €osinophile en conditions
de flux peuvent étre liés a des signaux induits par la force de cisaillement et percus par les
cellules endothéliales : augmentation du calcium intracellulaire, activation des tyrosine
kinases des familles src et FAK, activation des MAPKs. L'activation de ces kinases se produit
en quelques minutes et conduit a des changements dynamiques du cytosquelette d'actine.
Ainsi le cisaillement des cellules endothéliales par le flux sanguin active rapidement de
multiples cascades de signalisation dans les cellules endothéliales. Cependant, seul, il n'est
pas capable de favoriser la transmigration des éosinophiles ; la premicre étape qui sert au
«priming » des cellules endothéliales et un second stimulus (comme 1’adhésion de

leucocytes) sont nécessaires a une réponse complete [83].
Mécanismes de transmigration transépithéliale
Roles des facteurs chémoattractants
La migration directionnelle des €osinophiles vers les tissus dépend de la régulation du
recrutement et de la transmigration mais aussi de la présence et de la quantité de

chémoattractants, de natures variables, dans les tissus (Tableau 5).

v" Cas des médiateurs lipidiques

Chez le rat et le cobaye, le LTB4 est un chémoattractant plus efficace que le PAF pour les
¢osinophiles et 1’€éosinophilie pulmonaire est significativement diminuée par des antagonistes
du LTB4 [355]. Par contre, chez I’homme, le PAF amplifie la locomotion des éosinophiles de
fagon dose et temps dépendante tandis que la réponse au LTB4 et a I’histamine sont
comparativement négligeables [455]. De plus, un autre eicosanoide, le 5-oxo-ETE stimule
fortement la migration des éosinophiles humains. /n vitro, il est deux a trois fois plus actif que
le PAF et a fortiori que les leucotrienes LTB4 et LTD4 qui n’induisent que 5% de cette
activité. A faible concentration, il peut agir en synergie avec le PAF. Un dérivé, le 5-oxo-15-
HETE (5-oxo-15-HydroxyEicosaTetraenoic acid) est aussi chémoattractant mais de fagon
moins puissante [347]. In vivo, ce composé en instillation trachéale induit trés fortement entre
15 et 24h la migration des €osinophiles, en particulier autour des parois des voies aériennes

[411].
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In vivo, le ligand SCF (qui stimule I’adhésion via VLA-4/VCAM-1) reconnu par le
récepteur ckit des éosinophiles [477] ou une stimulation antigénique chez les souris
sensibilisées induit le recrutement des €osinophiles. Celui-ci est inhibé par des anticorps anti
LTB4 et anti SCF. En fait, I’Ag induit I’expression temps dépendante du SCF qui a son tour
induit une augmentation de I’expression du LTB4. L’inhibition par I’anti LTB4 est d’environ
80% mais n’est pas spécifique des éosinophiles. Néanmoins, les mécanismes de contrdle
exercés par le SCF sur la production du LTB4 ne sont pas encore completement identifiés
[213].

La migration induite par le 5-oxo-ETE est inhibée a 75% par des anticorps anti VLA-4
(CD49d) ou anti LFA-1 (CD11a) mais n’est pas modifiée par les anti Mac-1 (CD11b) [411] et
le SCF stimule 1’adhésion via VLA-4/VCAM-1 [477]. Les médiateurs lipidiques semblent
donc plutdt agir sur la régulation du recrutement et de 1’adhésion qu’étre des chémoattractants
sensu stricto.

Cette plurifonctionnalité a été confirmée pour le PAF in vitro sur des éosinophiles
humains par Liu et al. [245]. Ces auteurs démontrent aussi que la transmigration épithéliale
des neutrophiles et des éosinophiles est orientée, s’effectuant du pole basolatéral vers le pdle
apical, a la différence de la migration transendothéliale.

Cette étude montre que le C5a, le PAF, I'IL-8, RANTES, et le LTB4 lorsqu’ils sont seuls
n’induisent que peu de migration des éosinophiles « primés » par I’IL-5. Par contre,
I’association du PAF avec le C5a, le LTB4 ou RANTES induit efficacement la transmigration
des €osinophiles « primés ». Dans le cas de C5a/PAF, le « priming » n’est pas nécessaire :
C5a est chémoattractant et PAF est ’agent de « priming ».

Finalement, le PAF peut avoir trois roles différents: chémoattractant, agent de
« priming » pour 1’éosinophile et activateur pour les cellules épithéliales. Il est possible que sa
plus grande efficacité dans les tissus intestinaux que dans les tissus pulmonaires soit liée a sa

capacité a exprimer ces différents effets [245].

v" (Cas des cytokines

In vitro, les €osinophiles traités avec I’IL-3, I’'[L-5 ou le GM-CSF ou les €osinophiles
issus de donneurs allergiques transmigrent lorsque les HUVEC sont stimulées par 1'IL-4
[293], y compris en conditions de flux [83]. L’IL-4 induit in vitro I’expression de VCAM-1
[380] et, in vivo, le recrutement des éosinophiles dans la peau de rat. L’accumulation entre 24
et 48h dans ce cas est dose-dépendante et est inhibée par des anticorps anti VCAM-1 mais pas
par des anticorps anti ICAM-1 [376]. De méme, lors d’infestations par des helminthes, I’'IL-4

induit le recrutement des éosinophiles [286].
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Curieusement, I’IL-13 diminue 1’accumulation des éosinophiles induite par un défi
antigénique ou par le TNFa in vivo chez le cobaye et exerce donc une action anti-
inflammatoire [458]. L’administration intradermique d’une grande quantité de TNFa chez le
cobaye induit une éosinophilie au site d’injection, dont la migration est inhibée par des
anticorps anti B2 et anti a4. Cependant, lors de I’administration d’une petite quantité, seuls les
anticorps anti B2 inhibent la migration, ce qui suppose aussi un rdle de « priming » pour le
TNFa [256].

L’IL-16, appelée LCF (lymphocyte chemoattractant factor), est une glycoprotéine qui se
lie a CD4, molécule présente a la surface des éosinophiles. L’IL-16 induit in vitro la
migration des €osinophiles humains trés efficacement puisqu’elle agit a des concentrations
100 a 1000 fois inférieures a celles du C5a et du PAF et cette activité est dépendante de CD4
[353].

v" Cas des chémokines

Les principales chémokines induisant la migration in vifro des ¢€osinophiles sont
RANTES, MCP-3 (CCL7), MCP-4, MIP-1a et I'éotaxine [85, 195, 345, 359, 443] mais, selon
les mod¢les utilisés, la concentration nécessaire pour une méme efficacité peut varier [387,
443]. Il y a parfois des différences spécifiques, comme par exemple RANTES qui n’est pas un
chémoattractant des €osinophiles de cobaye [57]. L’IL-8 est aussi chémoattractant mais est
peu efficace quelle que soit sa concentration [67, 383]. Plus récemment, 1’¢otaxine-2 et le
MDC se sont ajoutés a cette liste non exhaustive [40, 387].

Les anticorps anti €otaxine diminuent de moiti¢ le recrutement des €osinophiles dans les
poumons de souris défiés par I’ovalbumine [150] et la concentration de base des éosinophiles
est diminuée chez les souris déficientes en éotaxine [362]. Cependant, dans le liquide de LBA
de cobaye, le pic de concentration en éotaxine a lieu a 6h puis la concentration chute a 12h
corrélée négativement aux phénomenes de transmigration (entre 12h et 24h). Des anticorps
anti éotaxine diminuent la chimioattraction des €osinophiles dans le liquide de LBA mais ne
suppriment pas 1’accumulation des cellules dans le tissus pulmonaire [186]. Cela ajoute un
argument en faveur de I’hypothese selon laquelle la migration des €osinophiles est différente
selon I’organe : chez des souris déficientes en éotaxine, le nombre d’éosinophiles dans le
tractus gastro-intestinal est diminué sans modification de la quantit¢é d’éosinophiles
circulants ; et selon le milieu : chez des souris déficientes en IL-5 ou en sous-unité Bc du
récepteur la diminution du nombre d’éosinophiles est constatée dans le sang et dans les tissus

[284].
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La migration induite par I’éotaxine repose finalement in vitro et in vivo sur les interactions
Mac-1/ICAM-1 et VLA-4/VCAM-1. L’éotaxine module I’expression des molécules
d’adhésion, que ce soit avec des cellules endothéliales de souris [190] ou dans la peau de rat
[377] et joue ainsi un role a la fois dans le recrutement et dans la transmigration. De plus, il
est possible que 1’éotaxine soit un régulateur de la présence des €éosinophiles dans le tractus
gastro-intestinal chez la souris et a donc un role dans la mise en place de I'immunité naturelle
[285].

Puisque les cinétiques de 1’expression de 1’éotaxine-1 (pic a 6h) et des éotaxines 2 et 3
(pic a 24h) different, il semblerait intéressant de savoir précisément laquelle joue un role dans
I’adhésion, la dé-adhesion et la transmigration, a quel moment et en association avec quels

autres chémoattractants [50].

Boucles d’amplification de la production des

facteurs chémoattractants

Le rdle des cytokines IL-4 et IL-16, considérées comme chémoattractantes, est
d’induire la production de chémokines. /n vivo, I’accumulation d’éosinophiles dans la peau de
rat en réponse a I’IL-4 est en fait liée partiellement a la production d’éotaxine endogene tout
comme dans le cas des infestations par les helminthes [286, 377]. De méme, les HUVEC
produisent 1’€otaxine-3 en réponse a une stimulation par I’IL-4.

Dans les granulomes de type II induit par les oeufs de Schistosoma mansoni, 1’1L-4
induit aussi la production d’éotaxine mais cette chémokine ne contribue pas au recrutement
local des éosinophiles [367]. Par contre, dans ce méme modéle, MCP-3 semble étre important
mais pas unique puisque ’inhibition du recrutement n’est pas complete (40 a 50% en cas
d’absence de MCP-3). Cette chémokine est produite par les cellules endothéliales en réponse
a ’IL-4 [390]. Dans cette ¢tude, I’IL-4 n’induit pas la production d’éotaxine par les cellules
endothéliales pulmonaires de souris méme lorsqu’elles sont stimulées par le TNFa ou ’IFNy.
Les auteurs attribuent ces résultats divergents sur la production de I’éotaxine avec les études
précédentes [361] a la qualité des cellules pulmonaires employées et émettent I’hypothése que
selon les organes ou les maladies, le recrutement des éosinophiles est différent [390].

Enfin, il y a aussi certainement des boucles d’amplification utilisant des voies de
sécrétion autocrine et paracrine : I’IL-16 favorise de fagon dépendante de CD4 la libération de
RANTES et d’éotaxine par les éosinophiles [25] et les cellules épithéliales alvéolaires
stimulées par I'IL-1B et le TNFa produisent de I'IL-16 ainsi que I’'IL-8, RANTES et

I’éotaxine. L’éotaxine et I’IL-16 demeurent les plus efficaces alors que I’IL-8 n’a pas d’action
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reconnue [67]. RANTES et I’éotaxine peuvent elles aussi agir de fagcon autocrine pour libérer

le LTC4 et I'TL-4 [25].

La présence de différentes populations de leucocytes selon les pathologies
inflammatoires étudiées suggere qu’il existe des voies de recrutement différentes selon les
cellules. La régulation est liée au profil des molécules d’adhésion a la surface des leucocytes :
par exemple les éosinophiles et les neutrophiles expriment la P-sélectine, le PSGL-1, la L-
sé¢lectine et les B2-intégrines. Seuls les €osinophiles possedent a4p1 et a4p7 a leur surface et
la voie 04B1/VCAM est utilisée par les éosinophiles de fagon privilégice.

La nature du signal présent dans le milieu est donc importante. Par exemple, un signal
comme 1’IL-4 induit I’adhésion des éosinophiles et des basophiles mais pas celle des
neutrophiles, puisque I’IL-4 induit I’expression de VCAM-1 pour laquelle les neutrophiles
n’ont pas la molécule d’adhésion VLA-4 correspondante [380]. La qualité de la réponse au
signal est aussi un facteur de variation du recrutement ; par exemple, le 5-0x0-ETE est plus
actif que le LTB4 comme chémoattractant pour les éosinophiles alors que c’est I’inverse pour
les neutrophiles [411]. L’éotaxine est chimiotactique pour les €osinophiles mais pas pour les
neutrophiles ni pour les cellules mononuclées [144]. L’éotaxine est une chémokine spécifique
des €osinophiles, contrairement a I’IL-16 et RANTES qui sont aussi chémoattractants pour les
lymphocytes [241] et a I’éotaxine-2, le MCP-3, le MCP-4 et le C3a qui, eux, induisent le
recrutement des éosinophiles aussi bien que des basophiles [85, 106, 138].

Enfin, la production de chémoattractants nécessaires et 1’expression des molécules
d’adhésion ayant lieu méme lors des réactions d’hypersensibilité retardées de type Thl, non
associées a une €osinophilie tissulaire ou sanguine, il est possible que le contrdle de la
quantité d’éosinophiles circulants soit aussi un facteur important de contréle de 1’éosinophilie

tissulaire [429].

Finalement la migration des éosinophiles vers les tissus est une cascade
d’événements ou toutes les étapes peuvent s’auto-amplifier. L'importance de la réponse
est susceptible de dépendre de la combinaison des stimuli. La régulation des molécules
de surface est largement dépendante du milieu et les sites inflammatoires sont
particuliérement riches en cytokines. Malgré le fait que la plupart des molécules ou
cellules impliquées dans les trois niveaux (sélectines, intégrines et glycoconjugués des
éosinophiles et leurs ligands respectifs ; facteurs activant des éosinophiles ou des cellules
endothéliales ; leucocytes ou autres cellules présents qui libérent ces facteurs de

déclenchement) ne sont pas spécifiques des éosinophiles, elles peuvent fournir la
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diversité combinatoire suffisante pour permettre le recrutement sélectif des éosinophiles.
De plus, certaines chémokines peuvent agir successivement a plusieurs niveaux puisque
I’ensemble de la migration est séquentielle mais il n’est toujours pas établi a notre
connaissance si des gradients de chémokines sont nécessaires in vivo. En revanche, il

semble que I’existence de forces liées au flux sanguin soit primordiale.
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Action et devenir des éosinophiles|

Produits de synthése des éosinophiles

Les ¢éosinophiles tiennent une place importante dans les réponses aux infestations
parasitaires et aux allergies, mais ils sont aussi associés a de nombreux processus
inflammatoires. Leurs produits de synthése sont variés : protéines cytotoxiques, radicaux
oxygénés, médiateurs lipidiques, cytokines, chémokines, facteurs de croissance, enzymes...
Beaucoup de données sont disponibles sur les molécules synthétisées par les €¢osinophiles
mais leurs fonctions et les mécanismes régulant leur synthése ne sont pas toujours clairement
identifiés. Nous nous limiterons ici a I’identification des principales molécules synthétisées

par les €éosinophiles.

Médiateurs lipidiques

Les plus importants des dérivés lipidiques synthétisés par les éosinophiles sont le PAF,
le LTC4, la PgE2, le TX et la LXA4. IIs peuvent avoir des actions antagonistes comme par
exemple le PAF et la PgE2 : le PAF favorise la formation d’autres lipides bioactifs (PgD2,
PgE2, PgF2, TX, LTC4, LTB4), la libération par dégranulation des médiateurs préformés
dans les granules, la génération de ROS (Reactive Oxygen Species = radicaux oxygénés
actifs) en activant la NADPH oxydase, ’agrégation homotypique, 1’adhésion et I’expression
des molécules d’adhésion alors que la PgE2 atténue la migration des €osinophiles et la
réponse inflammatoire associée, inhibe I’agrégation et I’expression de CDI11b, actions
induites par le PAF.

La premiere étape de biosynthése des médiateurs lipidiques est la libération catalysée
par une PLA2 de I’acide arachidonique a partir des phospholipides membranaires (Figure 13).
Deux isoenzymes sont présentes dans les ¢€osinophiles, 1’une, sécrétoire de faible poids
moléculaire, présente dans les granules spécifiques [39] et 1’autre, plus abondante, cytosolique
et de haut poids moléculaire [149]. Ces deux types peuvent étre transloqués a la membrane
plasmique des éosinophiles [149]. L’inhibition de la PLA2 cytosolique diminue la production
du PAF par les éosinophiles [28], confirmant son action enzymatique majeure. Quant a la
forme sécrétoire, représentée par plusieurs isoformes, plusieurs auteurs pensent qu’elle
pourrait avoir un role autre qu’enzymatique. En effet, dans les éosinophiles, les PLA2
sécrétoires induisent la synthése de I’IL-6 et I’'IL-8, mais pas celles du LTC4, du PAF ou de
I’IL-5, aprés activation des ERK 1/2 [438].
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Le PAF est principalement produit par les éosinophiles et une surproduction pourrait
contribuer a la régulation de D’activité des éosinophiles: d’une part D’activité acétyl
transférase (qui catalyse 1’acétylation du lyso-PAF en PAF) est plus importante chez les
patients éosinophiliques que chez les sains ; et d’autre part, une quantité plus élevée de PAF
est détectée dans les éosinophiles normodenses que dans les hypodenses. Il est cependant
possible que dans ce dernier phénotype, I’enzyme qui déacétyle le PAF soit surexprimée et/ou
qu’il y ait un biais dans la détection du PAF dans les €éosinophiles hypodenses [149]. 11 existe
deux voies de formation du PAF : I’une est assurée par une choline phosphotransférase qui
agit directement sur les phospholipides liés a un éther (plasmalogenes) et I’autre implique une
PLA2 (ou une acyltransférase endogene) qui libére le lyso-PAF a partir de phospholipides
membranaires, le lyso-PAF est ensuite acétylé en PAF par une acétylase (Figure 13). Puisque
le récepteur du PAF est présent sur les €osinophiles, ce médiateur peut agir de fagon autocrine
et amplifier les fonctions effectrices des €osinophiles [28].

La formation de prostanoides (prostaglandines, thromboxanes et prostacyclines)
résulte de 1’action en premier lieu d’une COX sur I’acide arachidonique (Figure 13). Les
¢osinophiles in vitro et ceux issus de biopsies de tissus de patients normaux et éosinophiliques
expriment constitutivement les deux isoenzymes COX1 et COX2. De cette voie, les seuls
métabolites significativement produits par les éosinophiles sont les prostaglandines de la série
E et les thromboxanes [149].

D’autres enzymes, comme les lipoxygénases (LOX) peuvent agir sur 1’acide
arachidonique au sein des éosinophiles. Owen et al. [323] étaient les premiers a montrer que
les €osinophiles produisent du LTC4 in vitro en présence de fibroblastes, de GM-CSF et de
ionophores calciques A23187. Les 5 lipoxygénases, transloquées a la membrane nucléaire,
requierent une protéine FLAP (5-lipoxygénase-activating protein) pour d’abord former
I’intermédiaire hydroperoxyde 5-HPETE (5-hydroxyeicosapentanoic acid) puis un époxyde
instable, le LTA4. Celui-ci est transformé en LTB4 par une 12 hydroxylase ou en LTC4 aprés
conjugaison avec le glutathion catalysée par une GST (glutathion S-transférase) ou LTC4
synthase (Figure 13). Chez le cobaye et les bovins, la LTC4 synthase est peu exprimée et par
contre, I’activité de I’hydroxylase est maximale, c’est donc le LTB4 qui est la forme
prédominante chez ces especes [149]. Par contre, le LTC4 est le produit majeur chez
I’homme, le cheval et la souris [149].

Les ¢€osinophiles hypodenses secretent davantage de LTC4 que les normodenses en
présence de A23187. De plus, la libération de LTC4 induite par le A23187 est potentialisée
par le PAF, la fibronectine et les hématopoiétines IL3/IL5/GM-CSF in vitro sur des

¢osinophiles de patients asthmatiques mais pas sur ceux de patients sains [149]. Dans les
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¢osinophiles humains deux voies de stimulation de la production du LTC4 seraient possibles :
par interaction du PAF avec son récepteur [28] et par 1’occupation du CCR3 par des
chémokines. Bandeira-Melo et al. ont récemment montré que I’IL-16 peut induire
spécifiquement la formation de nouveaux corps lipidiques particulierement riches en LTC4
dans les €osinophiles de facon dose-dépendante et que 1’IL-16 se comporte comme un agent
de « priming » pour la libération de LTC4 activée par un ionophore calcique. Cette action est
indirecte et met en jeu la libération autocrine de chémokines qui se combinent a CCR3 [24,
25]. Cette boucle d’amplification pourrait expliquer 1’augmentation de LTC4 dans les
¢osinophiles hypodenses.

La 12 lipoxygénase permet la formation de 12-HPETE a partir de [D’acide
arachidonique, puis celle de 12-HETE (Figure 13). Ces produits, mis en évidence dans les
€osinophiles de porc et de souris, sont encore peu étudiés.

Enfin, la 15 lipoxygénase est une enzyme qui a plutdt une action sur les biomembranes
ou les lipoprotéines. Les éosinophiles sont les seuls granulocytes a exprimer cette enzyme a
prédominance cytosolique. Son action produit le 15-HPETE qui peut étre converti en 15-
HETE, tous deux étant des médiateurs biologiquement actifs et produits en grande quantité.
L’action séquentielle des 15 et 5 lipoxygénases produit le 15-HPETE et le 5-15-di-HPETE.
Dans le cas des €osinophiles, la principale lipoxine formée est la LXA4 [149], les lipoxines
C4, D4 et E4 (LXC4, LXD4, LXE4) sont synthétisées en faible quantité et la LXB4 (lipoxine
B4) n’est pas produite (Figure 13).

La synthese et le stockage des médiateurs lipidiques a lieu dans les corps lipidiques
dans lesquels sont présents les enzymes et les précurseurs nécessaires [43]. Leur taille et leur
nombre augmentent dans les maladies €osinophiliques et la production accrue de certains de
ces médiateurs serait responsable de cette augmentation. Le PAF (mais pas le lyso-PAF) ainsi
que la fixation de RANTES ou de I’éotaxine sur CCR3 favorisent la formation de corps

lipidiques de facon concentration-dépendante [24, 28].

Radicaux oxygénés

La NADPH oxydase catalyse la réduction de O, en anion superoxyde (O,")
ultérieurement converti en H,O,, en radical libre hydroxyle (OH") ou en oxyde nitrique (NO,")
L’activation de la NADPH oxydase et la production des ROS interviennent dans la
mise en place de mécanismes oxydatifs impliqués dans la bactéricidie ou la cytotoxicité [149].
Les ROS participent aussi a la réaction inflammatoire allergique, notamment en causant une

broncho-constriction, une augmentation des sécrétions de mucus ou des dommages
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épithéliaux caractéristiques des voies aériennes des asthmatiques [27]. En effet, chez les
patients allergiques, le métabolisme oxydatif dans les éosinophiles est augmenté [374]. De
nombreux stimuli induisent cette activation [149] : des médiateurs lipidiques (le LTB4, le
PAF, le 5 ETE/5-HETE), des chémokines (RANTES, MCP-4, IL-8, €otaxine, €otaxine-2,
¢otaxine-3) ainsi que le fMLP, le C5a, [19], I’'IL-5, les IgG, [28] et des particules opsonisées
[374]. Le mécanisme d’activation des éosinophiles semble indépendant du Ca?®'
intracellulaire, des PKC et des MAPKs. Les tyrosines kinases (autres que les src) ou
I’ouverture des canaux K* volto dépendants [149] pourraient intervenir. La trypsine en se liant
a PAR-2 [281], I’adhésion des ¢osinophiles a VCAM-1 par VLA-4 [301] et la présence de
ICAM-1 libre [71] sont aussi des situations induisant la production d’anions superoxydes.

La géneése d’anions superoxydes et leurs conséquences cliniques sont mises en
évidence dans de trés nombreuses études, mais les mécanismes conduisant a leur

accumulation ne sont pas toujours élucidés.

Les protéines / polypeptides

Les protéines cytotoxiques

Les ¢osinophiles ont la particularité de pouvoir libérer des protéines toxiques pour les
tissus. Ces protéines cytotoxiques sont contenues dans les différents granules de stockage.

La MBP est un polypeptide possédant des séquences hydrophobes et hydrophiles et
une grande tendance a former des agrégats. Chez le cobaye, elle représente jusqu’a 50% des
protéines éosinophiliques. Identifiée chez de nombreuses espéces, elle se localise dans la
partie cristalloide des granules spécifiques et est issue de la maturation de pro-MBP en MBP a
I’intérieur des granules pendant la différenciation des €osinophiles. Peu de données sont
disponibles sur la régulation génique de sa synthése : il semble cependant que la famille
GATA (guanine-adénine-thymine-adénine) de facteurs de transcription soit impliquée dans
’activation de sa transcription. Non seulement la MBP exerce une action cytotoxique, mais
elle joue aussi le role d’un messager chimique paracrine aupres des éosinophiles voisins, par
exemple en induisant I’exocytose de ’EDN, I’expression de I’IL-8 et la production de LTC4
[149].

L’EDN est stockée dans la matrice des granules spécifiques et malgré son nom, elle
n’est pas spécifique des éosinophiles. C’est une protéine plutdt neurotoxique que

helminthotoxique ou cytotoxique et son role précis n’est actuellement pas bien connu [149].
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L’ECP se trouve elle aussi dans la matrice des granules spécifiques. C’est une protéine

basique dont il existe deux formes mais leurs roles respectifs ne sont pas identifiés.

La protéine en cristal de Charcot-Leyden (CLC) est depuis longtemps identifi¢e. C’est
une protéine hydrophobe qui se situe dans les granules primaires des €osinophiles matures et
elle est aussi présente dans les basophiles. Elle représente 10% du total des protéines des
¢osinophiles. Elle était considérée jusqu’a récemment comme une lysophospholipase, bien
que n’ayant aucune similitude de séquence avec une quelconque lysophospholipase connue.
Cependant, Ackermann et al., la nommant galectine-10, ont montré que [’activité
enzymatique incriminée est en fait due a I’interaction avec des lysophospholipases ou leurs

inhibiteurs et pas a une activité intrinseque de la CLC [5].

Les enzymes

En plus des catalyseurs cités précédemment tels que les COX, les PLA2, et les
lipoxygénases, les €osinophiles produisent de nombreuses enzymes impliquées dans le
métabolisme glucidique (arylsulphatase B, a-mannosidase, B-hexosaminidase) [149], dans la
dégradation de protéines ou d’amines (histaminase, collagénase, phosphatases alcalines,
métalloproteinase 9 de la matrice (gélatinase B), serine proteinase esp-1), des NO synthases
(INOS (induced nitric oxide synthases) et eNOS (endothelial nitric oxide synthases)) ainsi que
des peroxydases (EPO).

L’EPO fait partie de la famille des haloperoxidases qui catalysent 1’oxydation
peroxydative des composés halogénés a partir de H,O,. Elle est localisée exclusivement dans
la matrice des granules secondaires et représente environ 5% du total des protéines des
granules mais elle n’est pas présente chez certains mammiféres comme le chat. La quantité
d’EPO est identique dans les éosinophiles de malades et de donneurs sains. L’EPO est
constituée de deux chaines, une lourde et une légere, issues du clivage d’un précurseur
commun. Les roles de ’EPO sont trés nombreux, par exemple la bactéricidie et I’inactivation

du LTB4 [149].

Les cytokines

Les ¢éosinophiles produisent de trés nombreuses cytokines (Tableau 6), mais en faible

quantité¢ par rapport aux autres leucocytes. A ce titre, les éosinophiles semblent de plus en
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plus étre des cellules immunorégulatrices importantes par leur production de cytokines, du
moins dans certaines conditions. Cependant, 1’identification directe des cytokines in vivo est
difficile, et I’utilisation de stimuli non physiologiques, tels que les ionophores calciques, est

un biais majeur des études réalisées in vitro.

In vitro, une stimulation par le LPS induit rapidement I’augmentation de ’ARNm
codant pour ’IL-1a et la libération extracellulaire de la protéine [92]. Cependant, il n’y a pas
a notre connaissance de confirmation in vivo.

La production d’ARNm de I’'IL-2 et de la protéine elle-méme augmente chez les
asthmatiques séveres. Elle est principalement localisée dans le noyau des granules secondaires
[235].

L’IL-3 est une cytokine dont I’ARNm n’est pas constitutivement exprimé par les
¢osinophiles normaux [302]. Cependant, in vitro, sa production peut étre induite par 1’IL-13,
I’TFNy, le TNFa ou les immunoglobulines immobilisées [149].

L’IL-4 est exprimée constitutivement par les €osinophiles sanguins et tissulaires dans
les noyaux des granules secondaires et son expression est accrue chez les sujets allergiques
[292]. In vivo, chez des sujets atteints de pathologies inflammatoires chroniques, les
¢osinophiles sont la source primaire de I’IL-4, tant dans les tissus que dans le sang [228, 313].
La biosynthése et le stockage de 1’IL-4 dans les €osinophiles sanguins sont favorisés par la
présence de I’IL-5 et inhibés par les inhibiteurs de la transcription, méme chez des patients
sains [302].

L’IL-5 a été isolée dans les tissus de patients présentant des pathologies
¢osinophiliques (maladie cceliaque, asthme ou maladie cardiaque éosinophilique) mais aussi
dans le sang des patients ayant une cystite ¢éosinophilique ou un syndrome
hyperéosinophilique [110, 228]. Cependant, ni ’ARNm ni la protéine n’ont été identifiés au
sein des €osinophiles sanguins de patients sains [302]. L’IL-5 est stockée dans le noyau des
granules secondaires et peut étre libéré in vitro aprés incubation avec par exemple des
complexes immuns d’IgA, IgE et IgG3 [110].

L’IL-6 est présente dans les éosinophiles circulants issus de patients sains et
hyperéosinophiliques. Elle est localisée dans la matrice des granules cristalloides spécifiques

secondaires dans les ¢osinophiles sanguins des patients asthmatiques atopiques. Son stockage
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Tableau 6: Production de cytokines, chémokines et facteurs de croissance par les
éosinophiles sanguins ou tissulaires.

Médiateurs Type de patients et/ou conditions d’expression des cytokines
Cytokines :
IL-1a Induction par le LPS
IL-2 Sains et asthmatiques
IL-3 Induction par IL-13, IFNy, TNFa, Ig
IL-4 .Sai.ng, allergiques. InFiu_ction par IL-5 et répression par les
inhibiteurs de transcription
IL-5 Malades. Induction par les complexes immuns
IL-6 Sains, malades. Induction de la sécrétion par IFNy
IL-10 Sains.
IL-12 Sains, induction par IL-4, IL-5, GM-CSF, TNFa et IL-1
IL-13 Malades. Induction par IL-5 ou GM-CSF
IL-16 Sains
IFNy Sains
TNFa Sains, malades
GM-CSF Sains, malades
Chémokines :
IL-8 Sains, malades. Induction de la sécrétion par TNFa, IgA et IgG
MIP-1a Sains (petite quantité), malades
RANTES Sains. Induction de la sécrétion par IFNy
Eotaxine ;&‘,Le_lisns. Induction par IL-3 et TNFa. Induction ou répression par
GRO-a Induction par IL-13 et TNFa. Répression par IFNy

Facteurs de croissance :

Sains (petite quantité), malades. Induction par IL-3 et IL-5.

TGFa Répression par IL-4.
Sains (petite quantité), malades. Induction par IL-3, IL-4, IL-5 et
TGFp1 . )
I'acide hyaluronique.
PDGF Malades
HBEGF ?
VEGF Sains. Induction par IL-5 et GM-CSF.

Neurotrophines :

NGF

Sains, malades. Induction par les complexes immuns d’'lgG ou
d’lgA et par IL-5.

NT-3

Sains.
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et sa libération sont régulés par I’'I[FNy de fagon temps dépendante et ’IFNy agit certainement
sur la libération d’un stock d’IL-6 préformée puisque cette libération est trés rapide [225].

L’ARNm et la protéine de I’'IL-10 sont présents dans les €osinophiles sanguins de
patients normaux qui peuvent transcrire, synthétiser et stocker intracellulairement cette
cytokine inhibitrice [228, 302].

In vitro, la production d’IL-12 sous forme biologiquement active peut étre induite par
la stimulation des éosinophiles par I’IL-5 [155], par I’'IL-4, le GM-CSF et, dans une moindre
mesure, par le TNFa et I’'IL-1 [149] mais ni par RANTES ni par I’éotaxine [25]. In vivo,
I’ARNm de I’IL-12 et la protéine ont été localisés dans les €osinophiles sanguins et dans les
¢osinophiles de liquide de LBA. Etant donné le rdle prépondérant de I'[L-12 dans la
conversion des lymphocytes Th du type 1 vers le type 2, il est possible qu’in vivo les
¢osinophiles aient un role a jouer dans la régulation de cette conversion [314].

Schmid-Grendelmeier et al. [381] ont montré, in vitro et in vivo chez I’homme, que les
¢osinophiles de patients sains ne produisent I’IL-13 que lorsqu’ils sont stimulés par I’'IL-5 ou
le GM-CSF. Par ailleurs, les éosinophiles sanguins et tissulaires de patients malades
produisent I’IL-13 en quantité variable selon les pathologies. Cependant, I’ARNm de I’'IL-13
n’est pas détecté, ce qui pourrait étre du a une différence de demi-vie entre ’ARNm et la
protéine. Ni I’'IL-4, ni I’'I[FNy, ni I'IL-13 n’induisent I’expression du geéne de I’IL-13 [381].

Les éosinophiles humains expriment constitutivement, in vitro, I’ARNm de I’'IL-16,
détectable par PCR. Ils contiennent aussi la protéine IL-16 préformée. L’IL-16 est une
cytokine chémoattractante pour les lymphocytes [241].

In vitro, I’ARNm de 'IFNy est identifié et I'IFNy est synthétisé par des €osinophiles
différents de ceux synthétisant 1’'IL-4, I’IL-5 et I’IL-10 [228]. Il est possible que la sous-
population d’éosinophiles synthétisant I’IFNy soit aussi celle responsable de la syntheése de
I’IL-2, population inductible par la liaison de CD28 [465].

L’ARNm du TNFa est présent dans les €osinophiles sanguins et tissulaires des
patients sains et des patients malades [149]. Cependant, la protéine TNFa elle-méme n’a pas
¢été détectée dans les éosinophiles sanguins de patients sains et, dans les éosinophiles de
patients €éosinophiliques, le stockage du TNFa a lieu dans la matrice des granules sécrétoires
secondaires [30].

L’ARNm du GM-CSF est présent dans les éosinophiles sanguins de patients sains et
¢osinophiliques et la protéine GM-CSF est stockée, dans les €osinophiles non stimulés, dans
les granules secondaires spécifiques [236]. L’ARNm étant plus présent dans les éosinophiles

des tissus que dans ceux du sang d’'un méme patient, il semble donc que I’expression
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augmente pendant la migration, permettant ainsi la production autocrine de GM-CSF dans les
tissus [149].

Enfin, la protéine MIF (Macrophage migration Inhibitory Factor) a été identifiée dans
les ¢€osinophiles de liquide de LBA et mérite des investigations supplémentaires pour les

¢osinophiles sanguins et tissulaires [149].

En bilan, les IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-16, le TNFa, ’'IFNy ainsi que le GM-

CSF sont constitutivement produits et éventuellement stockés dans les €osinophiles sains. En
revanche, d’autres médiateurs, en particulier I’IL-5, I’'IL-13 et les IL-1 et IL-3 dans une
moindre mesure, ne sont libérées que lors d’une stimulation cellulaire exogéne (LPS,
complexes immuns) ou lors d’une hyperéosinophilie. Or, ces derniers peuvent stimuler les
¢osinophiles sains pour accroitre de fagon plus ou moins spécifique la production de certaines
cytokines constitutives : I’IL-5 induit ainsi considérablement la production d’IL-4, d’IL-12 et
d’IL-13 et I'[L-13 favorise directement celle de I'[L-3. L’ hyperstimulation résultante des
¢osinophiles conduit a la production massive des cytokines constitutives ou néoformées qui
vont, & leur tour, agir sur différentes populations leucocytaires :

- lesIL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12 et IL-16 sur les lymphocytes,

- lesIL-1 et IL-6 sur les macrophages / monocytes

- I'IL-1, I'IL-4, ’'IL-13, le GM-CSF, le TNFa et I’'IFNy sur les €osinophiles.
Cette cascade de production de cytokines par les éosinophiles conduit d’une part a la mise en
place de boucles d’amplification des sécrétions autocrines des éosinophiles (le GM-CSF
amplifie spécifiquement la syntheése d’IL-13 et d’IL-12, ’'IFNy celle de I’IL-2 et de I'IL-6) et
d’autre part, a I’initiation de mécanismes de coopération cellulaire entre éosinophiles et

monocytes ou lymphocytes.

Les chémokines (Tableau 6)

Selon les méthodes de préparation des éosinophiles, certains ont mis en évidence
I’ARNm et la protéine de I'IL-8 dans les ¢€osinophiles sanguins de patients sains et
¢osinophiliques, avec une augmentation de son expression chez ces derniers [475]. D’autres,
par contre, n’ont pas détecté ’ARNm de I’IL-8 dans les éosinophiles sains et ont constaté une
synthése trés faible en I’absence de stimulation. L’augmentation de 1’expression de I’ARNm
d’IL-8 in vitro est inductible par différents stimuli comme les IgA, IgG ou le TNFa, mais le
stockage de cette interleukine dans les éosinophiles est encore débattu et il semble que I’'IL-8

soit plutot synthétisée en continu lors de stimulation et trés peu stockée [302].
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L’ARNm de MIP-1a est présent dans les éosinophiles sanguins et tissulaires de
patients éosinophiliques mais est peu exprimé dans les éosinophiles de patients sains [149].

RANTES est synthétisé par les €osinophiles de patients sains [241] et il est stocké
dans la matrice des granules secondaires mais il est aussi présent dans de petites vésicules
sécrétoires. L’expression de son ARNm est augmentée par I'IFNy, qui induit aussi sa
mobilisation rapide a partir des vésicules sécrétoires [226].

L’ARNm de I’éotaxine est difficilement détectable dans les ¢osinophiles non stimulés,
in vitro. Cependant, son expression est fortement induite par le TNF [168], ainsi que par I’IL-
3 [144] et plus modestement par I’'IL-5 [168]. Bien que ’ARNm de 1’éotaxine soit peu
exprimé sans stimulation, une quantité considérable d’éotaxine, stockée dans les granules
spécifiques, est présente constitutivement dans les €osinophiles non stimulés. L’IL-5 inhibe
de facon dose-dépendante 1’induction de ’ARNm de 1’éotaxine induite par le TNF, mais
cependant la production de la protéine reste peu affectée en raison de son stockage massif.
Cette synthése d’¢éotaxine est en trop petite quantité pour que les éosinophiles soient la source
principale de cette chémokine [304]. Il est probable que cette éotaxine ait une action locale
autocrine ou paracrine [304]. Ainsi, la régulation de la synthese d’éotaxine semble dépendre
d’une action complexe entre le TNF et I’'IL-5 sur le géne de 1’¢éotaxine [168].

Enfin, on trouve aussi le GRO (growth-related oncogene)-a préformé dans les
granules spécifiques. GRO-a est une chémokine des neutrophiles qui admet pour récepteur le
CXCR2. Une forte augmentation de I’expression du gene de GRO-a peut étre induite par le
TNFa et I'IL-1B. Par contre, I'IFNy diminue I’expression de GRO-a. Comme les éosinophiles
produisent eux-mémes le TNFa, il est possible que les effets paracrines soient majeurs dans la

régulation de I’expression génique de GRO-a [341].

Les facteurs de croissance

Les éosinophiles synthétisent des facteurs de croissance appartenant a plusieurs
familles (Tableau 6). Les facteurs de croissance de la famille des TGF sont impliqués dans la
fibrose et la réparation tissulaire, le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) dans le
remodelage tissulaire, la famille des EGF (Epidermal Growth Factor) est mitogeéne pour les
fibroblastes et les cellules des muscles lisses, le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
contribue a la perméabilité vasculaire et est un agent angiogeéne et le NGF (nerve growth
factor) a une activité neurotrophique.

L’ARNm du TGFa est présent dans 80% des éosinophiles circulants de patients

¢osinophiliques et la protéine dans 55% de ces é€osinophiles [469], dans la matrice des
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granules spécifiques, ainsi que dans des petites vésicules sécrétoires [121]. Cependant, dans
les éosinophiles de patients sains, selon les méthodes de préparation in vitro, soit la protéine
est trés peu exprimée soit elle serait faiblement stockée [123, 469]. In vitro, I’1L-3 et I’'IL-5
favorisent 1’expression de ’ARNm et la protéine TGFa par les éosinophiles sanguins
normaux, alors que I'[L-4 supprime I’expression de TGFa tant au niveau génique que
protéique [123]. Comme dans le cas de TGFa, le TGFB1 et son ARNm sont présents dans les
¢osinophiles circulants de patients €osinophiliques et, plus rarement dans ceux de patients
sains [123, 468]. Chez I’homme, les ¢osinophiles du tissu pulmonaire sain expriment in vivo
I’ARNm et la protéine TGFB1. Chez les asthmatiques, 1’augmentation de ’ARNm est
corrélée a la sévérité de la maladie, alors que celle de la protéine, bien que significative en
comparaison avec les donneurs sains, ne 1’est pas [283]. En revanche, dans le cas du TGFp1,
I’IL-3 et I’'IL-5 mais aussi I’IL-4 stimulent la transcription et la synthése de la protéine TGFp1
[123]. Enfin, I’acide hyaluronique (glycosaminoglycanne de la matrice extracellulaire) de
faible poids moléculaire augmente 1’expression de ’ARNm et la sécrétion de la protéine de
TGFB [319].

Les €osinophiles sont certainement une source importante de PDGF lorsqu’ils ne sont
pas issus de patients sains. En effet, ’ARNm de la chaine B de PDGF a ét¢ identifi¢ dans les
¢osinophiles des muqueuses de polypes nasaux et de poumons de patients bronchitiques
chroniques. Les €osinophiles représentent la population majeure de leucocytes dans ces tissus
et sont responsables de la synthése de la protéine [320].

Dans les poumons sains de rat, les €osinophiles de la paroi alvéolaire qui expriment
I’ARNm de ’'HB-EGF (Heparin-Binding Epidermal Growth Factor-Like Growth Factor) sont
peu nombreux. Chez les rats atteints d’hypertension pulmonaire, ils sont 100 fois plus
nombreux et sont regroupés autour des micro-vaisseaux. Malheureusement, dans cette étude,
I’expression de la protéine n’a pas été évaluée [346].

L’ARNm et la protéine du VEGF sont exprimés constitutivement par les éosinophiles.
L’augmentation de 1’expression génique et de la syntheése protéique par le GM-CSF et I’IL-5
est bloquée par des inhibiteurs de la transcription. Les inhibiteurs des PKC et PKA inhibent
eux aussi les effets induits par le GM-CSF et I’IL-5 et, de plus, ’inhibition de PKC inhibe
aussi I’expression constitutive de la protéine [182].

Les ¢€osinophiles présentent constitutivement les ARNm des neurotrophines NGF et
NT-3 (neurotrophin-3), synthétisent et stockent intracellulairement les protéines
correspondantes. La quantit¢ de NGF est ¢élevée dans les éosinophiles de patients atteints de
parasitoses ou d’allergies [149, 215, 403] et, in vitro, lorsqu’ils sont activés par des complexes

immuns d’IgG ou d’IgA, ils secretent une grande quantit¢ de NGF. L’IL-5 induit aussi la
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présence de NGF intracellulaire mais plus faiblement. La combinaison de I’IL-5 avec un
complexe immun diminue la quantité de NGF intracellulaire en comparaison a un complexe
immun seul, suggérant que soit cette combinaison induit la sécrétion extracellulaire de la
protéine, soit elle inhibe la production de NGF. A I’inverse, la quantité de NT-3 détectée n’est
modifiée ni par les complexes immuns, ni par I’IL-5, ni par leur combinaison. /n vivo, le
liquide de lavage nasal de patients atteints d’allergie contient une grande quantité de NGF et
la corrélation entre les concentrations d’EDN et de NGF est significative, alors qu’avec NT-3
elle ne I’est pas. Il semble donc que, in vivo, les éosinophiles aient un réle dans la sécrétion de
NGF d’une part en la stockant et d’autre part en la synthétisant en continu, et méme peut-étre
par une action autocrine puisque les éosinophiles posseédent des récepteurs pour le NGF [215].

Ainsi, les éosinophiles peuvent soit produire constitutivement et stocker certaines
cytokines sous forme préformée dans des granules ou des petites vésicules sécrétoires, soit
synthétiser des protéines apres activation cellulaire et les libérer en continu. Il est possible que
ces deux types de synthése aient un rapport avec les différents roles des €osinophiles d’une

part dans ’homéostasie physiologique et d’autre part dans de multiples pathologies.

Modes de libération de substances actives

Les éosinophiles, lorsqu’ils sont activés, sont caractérisés par une augmentation du
REG et de ’appareil de Golgi qui suggere une augmentation de 1’activité métabolique et par
une altération de la morphologie des granules associée a la libération des médiateurs actifs
selon trois modalités : par exocytose classique qui conserve 1’intégrité cellulaire, par
« dégranulation par bouts », dans laquelle divers degrés de vacuolisation des granules sont

visibles, et enfin, par cytolyse compléte.

Exocytose

L’exocytose est un processus rapide et transitoire qui permet la sécrétion réguliere des
médiateurs produits contenus par les éosinophiles. Deux types d’exocytose (une simple et une
composée) ont été mis en évidence, par des techniques de mesures de capacitance
membranaire. Lors de 1’exocytose simple, on peut voir un mouvement des granules vers la
périphérie de la cellule et une fusion entre la membrane périgranulaire et la membrane
plasmique.

Lors de I’exocytose composée, plus rare, les granules devenus progressivement gros et

vésiculés fusionnent ensemble intracellulairement pour former une grande chambre de
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Membrane
plasmique

Granule en cours
d’exocytose

Kxy
X /S Y X fusionne avec Y, Kxy : constante associée

G : granule ; [Ca?*] : concentration intracellulaire de Ca?*
@ : Fusion simple : Fusion granule-membrane plasmique (Kgp) dépendante de
[Ca?*] et du GTP (ou analogues) ;
@ : Fusion composée : fusion granule-granule en cours d’exocytose (Kge)
dépendante de [Ca?*] mais pas du GTP (ou analogues) ;

@ : Fusion intracellulaire : Fusion granule-granule (Kgg) dépendante du GTP (ou

analogues) mais pas de [Ca?*]

Figure 14 : Les différents types de fusion au cours de I'exocytose de I'éosinophile

(d’aprés 173).
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dégranulation qui peut occuper une grande partie du cytoplasme. Cette large vacuole
cytoplasmique communique avec le milieu extracellulaire par des pores de surface. Il y a
diminution du nombre de granules cytoplasmiques, principalement des gros granules, alors
qu’il y a augmentation des granules de petite taille (moins de 0.1 um), suggérant la possibilité
que I’exocytose des granules matures est accompagnée par la formation de nouveaux granules
cytoplasmiques [176], ou que ces petits granules persistant dans le cytoplasme sont en fait des
résidus des granules cristalloides ayant secrété leur contenu [243]. La formation du sac de
dégranulation résulterait d’une « fusion cumulative ». La fusion du premier granule avec la
membrane induirait la fusion des granules suivants avec le premier, dirigeant la libération du
contenu par les premiers pores formés. Cela permettrait de focaliser la libération du contenu
cytotoxique des granules dans une région ciblée [379]. Chez I’homme, sur des biopsies
intestinales, 1’extrusion des granules est observée sur toutes les biopsies présentant a la fois
des 1ésions et des bactéries. Bien que plus fréquente en présence de bactéries, I’extrusion ne
peut pas expliquer tous les dégats tissulaires observés [117]. En outre, ce processus de
« fusion cumulative » serait accéléré lors de stimulation des éosinophiles.

Chez le cobaye, 'utilisation de I’acide tannique sur des éosinophiles perméabilisés et
stimulés a permis de visualiser en microscopie ¢électronique que les phénomenes
exocytosiques sont trés rapides. Un grand nombre de site de fusion de granules avec la
membrane sont ainsi observés, a des stades précoces (pied de fusion trés étroit) ou plus
avancés (structure en oméga), et souvent le noyau cristalloide est encore présent dans la
vésicule en cours de fusion. Des sites de fusion composée dans quelques cellules sont aussi
mis en évidence [311].

Plusieurs évenements de fusion ont été observés dans les éosinophiles de cheval [162]
: granule avec membrane, fusion intracellulaire granule-granule, fusion de larges composés de
granule pré-fusionnés avec la membrane plasmique (exocytose composée) et aussi fusion
séquentielle de granules avec des granules fusionnés précédemment avec la membrane
plasmique. Ainsi comme cela avait été postulé par Scepek en 1993 [379], il existe un
mécanisme de fusion cumulative, différent de la fusion composée. La coexistence de ces
mécanismes d’exocytose suggere une régulation différente qui résulterait en une libération

trés maitrisée des médiateurs (Figure 14).

L’exocytose des granules peut avoir lieu constitutivement : c’est la « sécrétion non
régulée » qui est caractérisée par une libération de médiateurs indépendamment d’une
stimulation. L’autre processus, la « sécrétion régulée », résulte de la formation de chambres

de dégranulation dont le contenu est libéré en réponse a un stimulus externe.
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La régulation de trois processus différents, fusion granule-granule, fusion granule-
membrane plasmique et fusion granule-granule fusionné, ont été récemment étudiés chez le
cheval. La dégranulation observée en microscopie ¢lectronique est un processus actif pouvant
obéir a une stimulation exogéne puisqu’elle est stimulée par une augmentation du Ca*
intracellulaire et par le GTP ou ses analogues structuraux (Figure 14). Les probabilités de
fusion sont considérées comme proportionnelles a la surface des granules et les auteurs
montrent que la fusion d’un granule avec I’une des trois cibles est régulée différemment. On
montre ainsi que les fusions des granules avec la membrane plasmique (fusion simple)
dépendent du GTP et du Ca*" intracellulaire, les fusions intracellulaires de granules ne
dépendent que du GTP, et que la fusion composée (entre un granule en exocytose et un

granule intracellulaire) ne dépend que du Ca** intracellulaire [173].

« Dégranulation par bouts »

Un processus alternatif de libération du contenu des granules trouvé communément
dans les €éosinophiles humains est la « dégranulation par bouts », ainsi nommeée car il s’agit de
la formation de petites vésicules a partir des granules de 1’éosinophile en I’absence de fusion
des granules avec la membrane plasmique.

Dans des éosinophiles duodénaux de patient atteints de gastro-entérite €osinophilique,
la MBP a été localisée par immunocytochimie dans la matrice de granule éosinophilique mais
aussi sur des membranes extragranulaires, alors que I’ECP et ’EPO restaient distribuées dans
la matrice des granules [437]. Il semble donc que ce mode de dégranulation permette la
libération de médiateurs des éosinophiles de facon sélective. Tomassini et al. ont démontré
que les éosinophiles des patients allergiques ou non secretent sélectivement différentes
protéines cogranulaires (EPO, ECP) responsables de dommages tissulaires en fonction de la
nature du stimulus (IgE, IgG, IgA) [436].

Un mécanisme de transport vésiculaire a €t¢ mis en évidence pour le transport d’EPO.
Selon ce modele, le contenu des granules spécifiques est emballé dans de petites vésicules a
partir du granule [114] puis transporté jusqu’a la membrane cellulaire afin d’étre libéré dans
le milieu extracellulaire, laissant les granules spécifiques graduellement vides [113]. La
différence avec 1’exocytose réside dans le fait que les petites vésicules qui contiennent les
protéines bourgeonnent a partir des granules secondaires qui se vident donc graduellement.
Certains granules secondaires sont complétement vides ou ne comportent qu’un noyau dense,

alors que dans d’autres, la perte partielle de la matrice est évidente.
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Un index de dégranulation a été proposé selon la proportion de granules altérés par
rapport au nombre total de granules dans un éosinophile donné, un granule altéré étant un
granule présentant des signes ultrastructuraux de libération de protéines [127].

L’¢tude de la libération du contenu des granules supporte la notion que la
« dégranulation par bouts » est bien distincte de la cytolyse. Plusieurs études sont menées
pour tenter d’établir une corrélation clinique avec la morphologie des granules. Le défi
allergene de sujets sensibles induit la « dégranulation par bouts » des €osinophiles de sang
périphérique. Cela est attesté en microscopie ¢électronique par la morphologie des granules et
par la présence de I'ECP dans le cytoplasme, a proximité des granules spécifiques
partiellement vidés. L étude des distributions de I’ECP et I’EPO a montré qu’elles diminuent
dans les granules et qu’elles augmentent dans le reste de la cellule pour les €osinophiles
hypodenses. La densité des éosinophiles reflete donc peut-étre leur degré de dégranulation
[199].

Une récente étude avec des €osinophiles issus de patients sains et stimulés avec de
I’¢éotaxine, du RANTES ou du PAF a permis d’évaluer les mécanismes structuraux
responsables de la mobilisation des protéines a partir des granules spécifiques. La localisation
grace a I'immunocytochimie montre que les vésicules entourant les granules contiennent de la
MBP. Cette protéine cationique préformée qui était dans la matrice des granules a donc été
mobilisée dans les vésicules entourant les granules.

Par ailleurs, la localisation grace a I’immunocytochimie de marqueurs
membranaires ainsi que la tomographie et la microscopie a transmission électronique, ont
permis la reconstruction en trois dimensions des granules, montrant ainsi que les granules
spécifiques contiennent un trés vaste réseau membranaire vésiculotubulaire avec des
interconnections dans certains plans. En outre, des connections structurales ont été mises en
évidence entre les réseaux membranaires intragranulaires et la membrane limitant le granule
qui pourraient représenter les sites de membrane impliqués dans la translocation des produits
granulaires. Les structures intragranulaires apparaissant comme rondes de profil dans les
sections de routine des éosinophiles seraient en fait des sections des tubules intragranulaires
plutét que de vésicules. Finalement, il se pourrait que les protéines soient ségrégées
spécifiquement dans les granules avant d’étre envoyées a la surface de la cellule via les
compartiments vésiculaires. Enfin, lors d’une autre étude sur le stockage de 1’'IL-4 dans les
granules spécifiques, les auteurs montrent qu’un systéme composé a la fois de petites
vésicules rondes et de grandes vésicules tubulaires nommées « Eosinophil Sombrero
Vesicles » (EoSVs) peut étre formé a-partir des granules des ¢osinophiles, Les EoSVs sont

libérées par un processus de tubulation requérant une quantité¢ substantielle de membrane et
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qui implique le réseau intragranulaire. Les granules sont donc des organites élaborés et
compartimentés avec des domaines vesiculotubulaires membranaires internes capables de
séquestrer et de relocaliser les produits des granules aprés stimulation [279, 280].

Les granules spécifiques semblent dégranuler de deux manieres différentes. Dans
certains, le noyau de cristal s'est dissous et apparait en dehors du granule tandis que la matrice
est encore présente, bien qu'ayant une densité électronique inférieure. D'autres granules
perdent leur matrice et présentent des pertes focales dans les noyaux, dont le caractere
cristallin est encore préservé. On ne sait pas encore comment cette différence de
dégranulation des granules peut se produire [199].

Ainsi, la formation de petites vésicules a partir des granules spécifiques permettrait, de
facon dépendante des stimuli, la libération sélective d’une protéine sécrétoire individuelle a
partir d’un organite de stockage commun. La libération progressive du contenu des granules
est reflétée par leur densité. L’analyse de la densité pourrait donc étre un moyen pour
identifier les €osinophiles actifs cliniquement en libérant leur contenu par la « dégranulation

par bouts » .

La dégranulation peut étre induite, in vitro, par différentes molécules. Les éosinophiles
stimulés avec des immunoglobulines dégranulent et libérent de ’EDN. La présence des
hématopoiétines en augmente la libération, I’'IL-5 étant la plus puissante alors que 'IFNy est
inhibiteur. Cependant, I’IL-5 et le GM-CSF, contrairement a I’IL-3, ont la capacité d’induire
la dégranulation en I’absence d’immunoglobuline [141]. Ainsi, les hématopoiétines sont
considérées comme des agents de « priming ». Plusieurs études ultérieures sur des modeéles un
peu différents ont cependant montré que I’IL-5 [142] et le GM-CSF [400] ne peuvent pas
induire la dégranulation lorsqu’ils sont seuls. Néanmoins, tous s’accordent sur la
potentialisation efficace de la dégranulation par ces hématopoiétines. Dans un autre modele
de dégranulation, ’ECP est libérée apres un court « priming » avec le GM-CSF suivi d’une
stimulation soit avec le PAF soit avec I’anaphylatoxine C5a, mais pas avec 1’éotaxine. La re-
stimulation par la méme molécule (PAF ou C5a) n’induit la dégranulation que s’il y a un
lavage intermédiaire. La régulation n’a donc lieu qu’en partie par ’internalisation du
récepteur et en fait le lavage des cellules enléve les agonistes de la surface des cellules. La
capacité¢ a dégranuler est donc maintenue avec le méme agoniste tant que le récepteur n’est
pas occupé par une précédente stimulation [400]. Contrairement a cette étude dans laquelle
I’éotaxine lors de la premiere stimulation, méme avec un « priming » par le GM-CSF, n’avait
pas induit la libération d’ECP, une étude plus récente avec les trois €otaxines a montré que la

libération de I’EPO de facon concentration-dépendante existe, in vitro, et que I’IL-5 peut
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I’augmenter [19]. Enfin, avec des ¢osinophiles isolés du sang périphérique de donneurs
modérément atopiques, la libération d'EDN a résult¢ uniquement de la stimulation du
récepteur CCR3 par I'éotaxine, RANTES, MCP-3 et MCP-4. L’IL-5 favorise cette libération
mais ne peut pas I’induire seule et est donc encore ici un agent de « priming » [142]. Quant a
I’IFNy, il constitue un stimulus physiologique qui induit in vitro la dégranulation des petites
vésicules sécrétoires contenant RANTES [226]. De méme, Bandeira-Melo et al. [23] ont
montré que I’éotaxine et RANTES, mais pas I’'IFNy, induisent la libération rapide de I’IL-4
préformée et stockée dans de petites vésicules. En effet, I’inhibition de la synthése protéique
ou de la transcription ne modifie pas la libération de I’'IL-4 alors que I’inhibition de la
formation des vésicules sécrétoires empéche sa libération. L’IL-5 potentialise 1’excrétion de
I’IL-4 induite par I’éotaxine [26]. Il existe aussi pour 1’IL-4 une boucle d’amplification : I’'IL-
16 induit la libération de I’éotaxine et de RANTES préformés, qui, de fagon autocrine (via le
CCR3) stimulent la libération de 1’IL-4 [25].

Ainsi, il semble que seules les chémokines se liant a CCR3 peuvent induire la
dégranulation par I’intermédiaire de 1'activation des MAP kinases ERK2 et p38 [198] et que,
par ailleurs, les hématopoiétines déja mises en cause dans la différenciation et la prolifération
des éosinophiles ont peut-étre chacune une cible de potentialisation pour la dégranulation.

Le probléme de nombreuses études in vitro est D'utilisation de stimuli non
physiologiques, non sélectifs et induisant aussi bien la cytolyse que l’exocytose ou la
« dégranulation par bouts » comme les ionophores calciques (A23187). Les ¢€otaxines
augmentent la libération induite par le A23187 [19], mais ’augmentation des flux de Ca**
n’est pas uniquement liée, contrairement a la dégranulation, a 1’occupation du CCR3 [142].
De trés nombreuses études mettent ainsi en évidence la libération de différentes molécules
apres activation, mais souvent les auteurs utilisent indifféremment les termes d’exocytose et
de dégranulation. Ainsi, le PAF est un puissant inducteur de la libération du contenu des
¢osinophiles [221] et il peut étre potentialisé¢ par la présence des IgG et de I'IL-5 [28]. Le
fragment du complément C5a et la ionomycine induisent, eux, la libération d’éotaxine par les
¢osinophiles normaux [304] et la trypsine en se liant a PAR2, induit puissamment la libération
d’EDN [281].

Par conséquent, seules les études montrant réellement un transport vésiculaire et
utilisant un stimulus physiologique sont a prendre finalement en considération pour la

compréhension du mécanisme de « dégranulation par bouts » et de sa régulation in vivo.
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Eosinophile

granules

P | : Phase | : Rupture de la membrane plasmique
entrainant la libération de granules

P Il : Phase Il : Rupture des membranes
intracellulaires entrainant la libérartion des médiateurs

Figure 15 : Cytolyse des éosinophiles : libération en deux temps du contenu granulaire.
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Cytolyse

La cytolyse des €osinophiles humains peut étre reproduite in vitro en réponse a des
IgA sécrétoires et a des IgG et par le ionophore calcique A23187. La dégradation cytolytique
est caractérisée par une rupture des membranes du noyau et de la cellule et par une lyse de la
chromatine (Figure 15). Ces caractéristiques de cytolyse concernant les éosinophiles se
retrouvent dans de nombreuses maladies (pemphigus bulleux, polypose nasal, pneumonie
¢osinophilique, dermatite atopique et asthme) [116, 149]. Ce phénoméne a été peu étudié et
souvent soit la cytolyse n’est pas discutée soit elle est considérée comme étant accidentelle,
due a des artéfacts ou au déversement des protéines cytotoxiques lors de la dégranulation.

Des études sur des trachées de cobayes ont montré la présence de petits groupes de
granules éosinophiliques libres dans les tissus alentours [128, 130, 132]. En fait, on peut voir
des €osinophiles ayant de nombreux granules qui sont lysés alors que d’autres qui possédaient
peu de granules ne le sont pas [127, 132]. Ainsi, actuellement, on considére que la cytolyse
permet la libération rapide et non spécifique des produits des granules, au contraire des autres
modes qui sont plus lents et surtout sélectifs [437]. Un modéle en deux étapes est proposé
pour la cytolyse : dans la premiére les granules sont libérés et dans la seconde phase leur

contenu est libéré [340] (Figure 15).

Chez I’homme, Greiff et al. ont montré que pendant la saison de pollen, le nombre
d’éosinophiles des polypes nasaux de patients allergiques est augmenté 10 fois et celui des
petits groupes de granules libres 25 fois. Il s’agit donc d’un dispositif significatif dans cette
maladie et qui représente un processus d’activation ultime des éosinophiles [154].

Alors que la mesure des protéines libérées ne permet pas toujours de différencier
cytolyse et « dégranulation par bouts », l’utilisation de la microscopie a transmission
¢lectronique permet d’identifier les signes ultrastructuraux de dégranulation et de différencier
ainsi cytolyse et dégranulation. Grace a cette technique récente, 1’étude structurale des
¢osinophiles issus de polypes nasaux humains a permis de mettre en évidence les fréquences
respectives de la cytolyse, de la « degranulation par bouts » et de I’apoptose (cf infra). Les
¢osinophiles observés sont: intacts et au repos (6.8%), intacts mais dégranulés (83%),
cytolytiques (9.9%), ou apoptotiques (0.0%) et tous les éosinophiles dégranulés montrent des
signes de « dégranulation par bouts » [127].

Chez des patients atteints de rhinite allergique saisonniére mis en présence

d’allergenes pendant une semaine, d’abondants granules d’¢osinophiles libres sont détectés
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sur des biopsies des muqueuses nasales qui par ailleurs présentent une intense
immunoréactivite extracellulaire pour I’ECP. La microscopie électronique confirme la
présence de granules libres et révéle que tous les éosinophiles de la muqueuse libérent leur
contenu, soit par cytolyse (33%) soit par dégranulation par bouts (67%). Ils ne sont donc ni
apoptotiques ni inactifs. Les €osinophiles cytolytiques, comparés aux €osinophiles viables
dans le méme tissu, présentent moins de signes de libération intracellulaire des granules et un
plus grand nombre de granules intacts [129]. Les éosinophiles cytolytiques ont un index de
dégranulation plus petit que les éosinophiles intacts présents dans les tissus [127]. Ces études
montrent bien que la cytolyse est un mécanisme distinct de la dégranulation pour la libération
du contenu des granules dans les muqueuses et qu’elle a certainement un réle majeur dans les
manifestations allergiques [129]. Ainsi, en plus de la sécrétion et de la dégranulation par
bouts, la possibilit¢ pour les €osinophiles de subir une lyse non apoptotique peut é&tre

considérée comme 1’activation ultime de ces leucocytes in vivo.

Contrairement au recrutement des ¢€osinophiles, pour lesquels les études in vivo
manquent cruellement, I’étude du mode de libération du contenu des granules est assez
facilement réalisable in vivo. Cependant, se pose ici le probléme du modele d’étude.
L’exposition de souris a un allergéne peut induire une éosinophilie tissulaire comme chez
I’homme. Mais in vitro en présence d’agents induisant la dégranulation des €osinophiles
humains, les €éosinophiles de souris ne présentent ni de cytolyse, ni de dégranulation par
bouts, ni d’exocytose et ’EPO extracellulaire n’est pas non plus identifiée. De méme in vivo,
les éosinophiles ne présentent aucun signe de dégranulation par bouts ou de cytolyse. Ce
constat implique qu’il y a certainement une différence fondamentale dans la régulation de la
libération du contenu des €osinophiles chez la souris et chez I'homme et limite 1’utilisation de

la souris comme mod¢le d’étude pour ’homme [131, 265].

La dégranulation des €osinophiles dans les tissus est une clé pathogénique dans les
maladies chroniques €osinophiliques. L’étude de la corrélation entre le mode de libération du
contenu des €osinophiles (cytolyse et dégranulation par bouts) et la maladie montre que selon
les pathologies, le nombre d’éosinophiles actifs est le méme mais que le mode de
dégranulation est trés variable [128]. Il semble donc que le milieu puisse influencer la
régulation d’un mode de libération donné, comme nous 1’avons vu précédemment, mais aussi
que selon le milieu, un mode de libération soit plus favorisé qu’un autre. Les perspectives

thérapeutiques en sont nombreuses.
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Roles et devenir des éosinophiles

L’éosinophile : cellule immunorégulatrice

Cellule présentatrice d’antigene

Pour étre une CPA, plusieurs conditions doivent étre remplies : contact avec les
antigénes, présentation aux autres leucocytes et capacités de présentation de I’antigéne.

Les ¢osinophiles sont présents dans les muqueuses respiratoire, génitale et gastro-
intestinale [369] et, puisque dans les maladies allergiques respiratoires ils sont identifiables
dans la lumiére des voies respiratoires et dans les sécrétions, ils peuvent entrer en contact avec
les antigénes. Ils peuvent migrer de la lumiére vers le nceud lymphatique régional [393] et ils
ont la capacité¢ d’interagir avec des particules antigéniques et pas seulement avec des
antigenes solubilisés comme les cellules B [35 in 393]. Ce point est particuliérement
important dans le tractus respiratoire, puisque les antigénes y sont essentiellement sous forme
de particules [36 in 393]. Les macrophages peuvent phagocyter ces particules antigéniques et
les présenter a leur surface mais n’interviennent pas comme CPA initiales et les cellules
dendritiques, qui sont des CPA, ne peuvent pas interagir avec des antigeénes particulaires [37
in 393]. Les éosinophiles, présents tres tot sur les sites inflammatoires, présentent en revanche

toutes les qualités requises des CPA.

In vitro, plusieurs études ont montré que les éosinophiles agissent en tant que CPA
(Figure 16). Chez les souris, les éosinophiles cultivés avec du GM-CSF expriment le CMH de
classe II HLA-DR [254, 425] et peuvent présenter un antigéne donné a des cellules T
spécifiques de cet antigéne. La prolifération des cellules T dépend du nombre d’€osinophiles
utilisés en tant que CPA. L’inhibition de la transformation de 1’antigéne tout comme la
présence d’un anticorps anti CMH de classe II diminue la présentation des antigénes aux
cellules T par les éosinophiles [91]. Enfin, chez les souris, les molécules CD80 et CD86 sont
exprimées sur les éosinophiles méme en 1’absence du GM-CSF et les anticorps anti CD80 et
anti CD86 inhibent la prolifération des cellules T qui a lieu en réponse a une stimulation
antigénique [425].

Comme chez la souris les éosinophiles sanguins humains expriment peu de HLA-DR
mais leur expression peut étre augmentée par le GM-CSF, I’'IL-3, I’IL-4 et I'I[FNy, le GM-
CSF étant le plus puissant [63]. Les éosinophiles ne stimulent la prolifération de cellules T

qu’a I’issue d’une exposition antigénique et cette prolifération est inhibée par un anticorps
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anti HLA-DR [461]. Cependant, il faut noter que les éosinophiles des patients €osinophiliques
expriment CD86 mais pas CD80. Ces protéines membranaires ont pour principale fonction de
se lier a la molécule costimulatoire CD28 constitutivement exprimée par les LT, servant ainsi
de second signal. Le premier signal, qui confeére sa spécificit¢ a la réaction, est la
reconnaissance par TcR de I’antigéne porté par le CMH de classe II de la CPA. Bien qu’ayant
le méme ligand que CD80, CD86 semble étre la plus impliquée dans les réponses immunes

[63, 465].

Une étude récente utilisant des ¢osinophiles des voies aériennes de souris sensibilisées
par un défi allergéne et des éosinophiles issus de la cavité péritonéale de souris IL-5
transgénique a permis de montrer que les €osinophiles sont des CPA a part entiere in vivo.
Ces deux types d’éosinophiles sont marqués et instillés par voie intratrachéale a des souris
normales et a des souris sensibilisées a 1’Ag. Tous ont la capacité¢ de migrer vers le nceud
lymphatique paratrachéal associé et sont localisés dans la zone paracorticale riche en cellules
T. Comme cette migration est indépendante du CCR3, il est possible que les €osinophiles
changent de profil d’expression des molécules d’adhésion pendant la transmigration. Les
¢osinophiles des voies aériennes de souris sensibilisées par un défi allergene expriment le
CMH de classe II ainsi que les protéines costimulatoires CD80 et CD86, alors que les
¢osinophiles issus de la cavité péritonéale de souris IL-5 transgéniques n’expriment que CD80
et CD86. Les ¢osinophiles exposés a un Ag inhalé chez la souris donneuse et instillés dans les
voies aériennes de souris receveuses sensibilisées, non seulement migrent vers les nceuds
lymphatiques mais aussi présentent, en association avec CD80 et CD86, I’Ag inhalé aux
cellules T CD4+ et induisent leur prolifération, de facon Ag spécifique [393]. Une étude
similaire a permis de confirmer que les €osinophiles murins induisaient la prolifération de
cellules T CD4+ et une réponse de type Th2 mais aussi qu’ils favoriseraient la sécrétion de
cytokines de type Th2, amplifiant ainsi la cascade de signalisation de cette voie. Cependant,
les €osinophiles peuvent synthétiser eux-mémes 1’IL-4, I’'IL-5 et I'[L-13 tout comme les
cellules Th2 réactives a un Ag [260].

Cette migration n’est pas spécifique aux voies aériennes puisque pendant une
infestation par Trichinella spiralis la quantité d’éosinophiles diminue trés fortement dans le
jéjunum. En outre, cette disparition n’est pas liée a leur apoptose ou a leur phagocytose par
des macrophages. Par ailleurs, 11 jours apres D’infestation, les nceuds lymphatiques

mésentériques contiennent 100 fois plus d’éosinophiles que les témoins [140].
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Communication cellulaire

Les ¢éosinophiles participent activement aux réponses immunes en tant que CPA en
interagissant avec les cellules T. La découverte de la présence de molécule costimulatoire
CD28 a leur surface conduit a la compréhension d’une des fonctions des €osinophiles.

En effet, comme expliqué précédemment, la communication des cellules T avec les
CPA implique d’abord I’engagement du TcR avec un antigéne d’histocompatibilité (complexe
CMH/Ag) puis un second signal est nécessaire pour une activation complete des cellules T.
Le complexe CD28/B7 (CD28 a la surface de la cellule T et molécule de la famille B7
exprimé par les CPA) est une des voies de costimulation dominante connue pour remplir ce
role de second signal.

Le cas des ¢éosinophiles semble étre différent comme le montre 1’étude de Woerly et
al. [465]. Les éosinophiles expriment également CD28 et, apres la liaison de CD28 les
¢osinophiles sécrétent I’IL-2 et I’'IFNy, biologiquement actifs, tandis qu'aucune sécrétion d'IL-
4, d'IL-5, ou d'1IL-10 n'est détectée. Par ailleurs, 1'activation des éosinophiles avec des
complexes immuns d'IgA induit d’une part la libération d'IL-5, d'IL-4 et d’IL-10 et, d’autre
part, inhibe la libération de I’IL-2 et I'IFNy induite par la liaison de CD28. Ainsi,
contrairement aux cellules T exigeant deux signaux pour une stimulation efficace, la liaison
de CD28 seule est suffisante pour une activation optimale des €osinophiles. Ces résultats
montrent aussi que des voies différentielles meénent a la libération de cytokines du type 1
(IFN-y et IL-2) ou de type 2 (IL-10) par les €osinophiles.

Les éosinophiles peuvent faire office de CPA via le CD86 et permettre la
prolifération de cellules T (notamment Th2) ou bien ils peuvent répondre a une
stimulation par I’engagement de CD28 et permettre la libération de cytokines Thl. Les
éosinophiles fonctionnent donc comme une cellule immunorégulatrice impliquée dans

P’orientation spécifique de la réponse immune de type 1 ou de type 2.

Par ailleurs, les éosinophiles sanguins et tissulaires de patients allergiques expriment
CD40, comme les cellules B, et ’ARNm de CD40 est augmenté par la présence des IgA et
diminué par la présence de I’IL-10. Il pourrait donc y avoir des interactions avec des cellules
qui posseédent le ligand du CD40 (gp39) telles que les cellules T CD4+, les mastocytes, les
basophiles [318] et par les éosinophiles eux-mémes, mais uniquement s’ils sont activés ou
issus de patients hyperéosinophiliques [145]. In vitro et en conjonction avec I’IL-4, les
¢osinophiles stimulent la production en anticorps des cellules B de facon dépendante de

CD40. Cependant, bien que la gp39 soit impliquée dans le déclenchement de la production
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d’IgE par les lymphocytes B, le role des éosinophiles dans ce mécanisme n’est pas prouvé

[145].

Enfin, la coopération des ¢éosinophiles avec les mastocytes qui reposerait sur la
libération de médiateurs par ces derniers, est un sujet de plus en plus étudié. Récemment,
Samoszuk et al. ont mis en évidence un mécanisme pouvant expliquer le lien entre certains
désordres inflammatoires €osinophiliques et des états d’hypercoagulabilité. Ils proposent que
les éosinophiles puissent jouer un role important en neutralisant 'activité anticoagulante du
complexe héparine/tryptase des mastocytes par la libération de protéines granulaires comme
I’EPO [373]. La tryptase des mastocytes est une sérine protéase avec une activité « trypsine-
like » mais dont la connaissance est parcellaire. Elle clive certaines protéines et peptides tels
que le fibrinogéne ce qui pourrait expliquer son activité¢ anticoagulante intrinséque in vivo
[165, 430]. Dans le cadre de la réaction inflammatoire allergique (fibrose associée aux
phénomeénes allergiques des voies aériennes), la tryptase des mastocytes pourrait étre le lien
entre les fibroblastes et les éosinophiles, apparemment en se combinant a PAR-2, et cette
enzyme aurait donc un role dans I’infiltration des €osinophiles dans les voies aériennes et
dans la prolifération des fibroblastes [165]. Le clivage de PAR-2 par la tryptase dans des
cellules vasculaires endothéliales humaines induit la production de I’inositol 1,4,5-
triphosphate et on a récemment montré que les €osinophiles sanguins de patients sains et
moyennement asthmatiques expriment PAR-2.

Outre la libération d’ECP et d’EPO, la tryptase peut aussi induire la production et la
libération de cytokines par les €osinophiles. Par exemple, elle induit de fagon concentration
dépendante la libération des cytokines aux propriétés proinflammatoires, IL-6 et IL-8, via
PAR-2. En effet, quand les éosinophiles sont incubés avec la tryptase et en présence d’anti
PAR-2, une diminution significative en IL-6 et IL-8 est observée. La tryptase cause la
phosphorylation de ERK 1 et 2, INK 1/2 et p38. Elle induit aussi la translocation de c-Jun du
cytosol au noyau et favorise la liaison de I’AP-1 (activator protein-1) a ’ADN. La tryptase
préformée des mastocytes induit donc la production et la libération de cytokines dans les

¢osinophiles par la voie MAPK/AP-1 [430].

Ainsi, réputés pour étre impliqués dans des infestations parasitaires et des
manifestations allergiques, les éosinophiles sont en fait associés a la plupart des
désordres inflammatoires ou infectieux. On a d’abord pensé que leur fonction principale
se limitait a la dégranulation et a la libération de protéines fortement cytotoxiques. Mais

en plus d'étre des médiateurs cytotoxiques, les éosinophiles jont) la capacité de
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communiquer avec de nombreuses cellules et de produire un grand nombre de
messagers chimiques : facteurs de croissance, chémokines et cytokines, dont des
cytokines pro- et anti-inflammatoires, et ainsi de participer a I’orientation des réponses

immunes (type 1 vs type 2) ou a leur régulation.

L’apoptose

Mécanismes conduisant a I’apoptose des

éosinophiles

Lorsqu’ils ont rempli leur fonction, les éosinophiles peuvent disparaitre
de fagon controlée et programmée par un mécanisme nommé apoptose.
L’apoptose est un facteur important pour ’lhoméostasie cellulaire et pour la
résolution des phénomeénes inflammatoires. Ce processus est distinct de la
cytolyse, dans laquelle le contenu cellulaire est libéré. L’apoptose permet a la
cellule de disparaitre sans occasionner de dommages tissulaires importants.
On observe cytologiquement un « blebbing » (formation d’invaginations
membranaires), une condensation et une fragmentation de la chromatine sous
forme de polynucléosomes puis d’oligonucléosomes. La cellule dans sa
globalité se rétracte et se morcelle en corps apoptotiques qui sont reconnus et
phagocytés par les monocytes/macrophages [47, 399].

En ce qui concerne 1'apoptose des éosinophiles, trois questions principales se posent :
Quels sont les genes responsables du programme de mort cellulaire et de son controle ?
Comment leurs signaux sont transmis et intégrés par les éosinophiles ? Quelles sont les
principales voies d’orientation du devenir cellulaire vers [’apoptose ou la survie de

I’¢osinophile, en particulier lors des réactions inflammatoires allergiques in vivo ?

Comme beaucoup d'autres cellules, les €osinophiles déclenchent non seulement leur
apoptose en l'absence des facteurs de survie, mais aussi en présence de signaux exogenes
spécifiquement apoptogenes reconnus par des récepteurs de surface appelés « death receptor »
qui font partie de la superfamille des TNFR (TNF Receptor). L’un de ces récepteurs exprimé
par les €osinophiles est le CD95 (fas/APO-1) dont le ligand est CD95L (fasL/APO-1L). Les
cellules T activées expriment fortement CD95L et libérent les hématopoiétines, produisant
donc des signaux de survie et de mort pour les éosinophiles [399].

L’occupation de fas membranaire par son ligand (Figure 17) conduit a une activation
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directe des caspases (caspases 8 et 10), ou indirecte grace a Il’intervention de protéines
« dockers » (FADD (fas-associated death domain), TRADD (tumor necrosis factor receptor 1
associated death domain protein)) qui interagissent avec les caspases 3 et 9 [47]. Les caspases
(pour Cysteinyl Aspartate specific Proteinase) sont des protéases possédant des résidus
cystéinyls dans le site catalytique indispensables a la reconnaissance des substrats
protéiniques et qui catalysent I’hydrolyse des liaisons peptidiques impliquant un résidu
Aspartate. Ces enzymes sont considérées comme étant les principaux effecteurs de 1’apoptose
car elles sont capables de dégrader un trés grand nombre de protéines cellulaires constitutives
et fonctionnelles et d’engendrer ainsi les modifications cytologiques caractéristiques de
I’apoptose. En outre, in vitro en présence de I’'IL-3, I'IL-5 et le GM-CSF ou in vivo sur des
€osinophiles de souris parasitées par Schistosoma mansoni, I’occupation du récepteur pour
I’'IgG CD32 (FcyRII) par un Acm (Ac monoclonal) induit 1’apoptose des €osinophiles de
fagon dépendante de I’interaction fas-fasL [89]. Les ¢éosinophiles humains et murins
expriment in vitro constitutivement fas et 1’incubation de ces €osinophiles avec I’'IL-3, I'IL-5
ou le GM-CSF favorise leur survie. L’addition d’Acm anti fas diminue la viabilité induite par
ces hématopoiétines et I’ajout d’IL-5 ne surmonte pas le déclenchement de 1’apoptose induite
[273, 442]. Ainsi d’autres voies apoptogenes controlées par I’IL-5 et distinctes de fas existent
(cfinfra) [478].

Les ¢€osinophiles humains expriment aussi le CD30, membre de la superfamille des
TNFR, a un niveau faible et constant. La liaison de CD30 engendre une diminution de la
survie induite préalablement par I’IL-5 de fagon temps et dose dépendante en augmentant
I’apoptose et, comme pour le CD95, I’addition de I'IL-5 n’inhibe pas le déclenchement de
I’apoptose. Ce mécanisme implique entre autres p38 et les MAPKs 1 et 2 mais n’est pas
encore complétement €lucidé [274].

Enfin, le CD69, un autre « death receptor », n’est exprimé de fagcon temps et
concentration dépendante sur les éosinophiles que lorsqu’ils sont activés par les cytokines IL-
3, IL-5, IL-13 et GM-CSF [255, 454] et dans une culture d’€osinophile incubés avec le GM-
CSF, la liaison spécifique de CD69 par un anticorps monoclonal induit 1’apoptose des
¢osinophiles [454].

Les caspases régulent la phase d’exécution de I’apoptose. Des cascades de caspases
distinctes sont initiées selon le stimulus [103] :

La liaison spécifique d’un « death receptor », comme CD95 (fas/Apo-1), conduit a la
formation d’un complexe cytosolique constitué par les portions intracellulaires du récepteur,
des protéines “dockers” spécifiques (FADD) et des caspases « initiatrices » 8 et 10. Les

protéases adoptent une conformation différente favorable a leur auto-protéolyse et a leur
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Figure 17 : Principaux mécanismes inducteurs de I'apoptose des éosinophiles.
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activation. Elles assurent ensuite le clivage et I’activation d’autres caspases « effectrices » (7,
3 et 9) (cascade des caspases) (Figure 17).

Le prolongement de la survie et I’apoptose dépendent aussi de I’expression et de la
régulation de geénes dit pro-apoptotiques (Bad, Bax, Bid, Bcl-xS) ou anti-apoptotiques (Bcl-
xL, Mcl-1, Bcl-2). In vitro, on constate I’expression constitutive de Bax, de Bcl-xL et de Bcel-
xS dans une moindre mesure, alors que Bcl-2 n’est pas du tout exprimé dans les éosinophiles
non stimulés [103, 104]. Cependant, le role de IL-5 ou des autres hématopoiétines sur
I’expression de ces geénes reste trés controversée. Ainsi, en présence de 1’IL-5 ou de GM-CSF,
I’expression de Bax est inchangée, mais celle de Bcl-xL ou de Bcl-2 augmente [103, 104] ce
qui contribue a la survie cellulaire. /n vivo, 1’expression de Bcl-2 dans les éosinophiles est
amplifiée chez les patients asthmatiques mais pas chez les bronchitiques [449]. L’inactivation
de Bcl-2 par sa dégradation par des protéases spécifiques ou par dimérisation avec Bax (ou
Bad) oriente la cellule vers 1’apoptose. En effet, Bax et Bcl-2 régulent de fagon opposée le
potentiel d’action transmembranaire et la perméabilité mitochondriale (Figure 17). Bcl-2 et
les protéines analogues a Bcl-2 (anti-apoptogeénes) ferment les pores mitochondriaux alors
que celles de la sous famille de Bax (apoptogenes) s’opposent a 1’action de Bcl-2 en formant
des hétérodimeres et forment également directement des pores mitochondriaux en se
polymérisant. Un autre mécanisme d’inhibition de 1’apoptose par Bcl-2 serait li¢ a la
possibilité de son association avec Raf-1, par translocation de cette kinase du cytosol vers la
membrane mitochondriale : Raf-1 catalyse la phosphorylation de la protéine pro-apoptotique
Bad [332]. Contrairement a la protéine non phosphorylée, la forme phosphorylée de Bad ne se
complexe pas avec Bcl-2 et se retrouve, de plus, séquestré dans le cytosol [480]. Il s’ensuit
une libération de protéines, appelées Apafs (apoptotic protease activation factors) dont le
cytochrome c, qui jouent les rdles d’activateurs allostériques de la caspase 9 par formation
d’un complexe appelé « apoptosome » (cytochrome c, Apafl, dATP et procaspase-9) [238].
L’activation de la caspase 9 conduit a I’activation de la caspase 3 et a la dégradation des
protéines cellulaires [47].

L’ apoptose spontanée des €osinophiles résulte d’une translocation mitochondriale de

Bax [47].

Le ratio Bax/Bcl-2 régule par conséquent la phase d’exécution de 1’apoptose : lorsque
Bax est en grande quantité, la cellule s’engage dans 1’apoptose et lorsque Bcl-2 est sur-
exprimé, la cellule survit. Les mitochondries ont été identifiées dans les éosinophiles en petite
quantité, et il semble que, contrairement a la majorité des cellules dans lesquelles elles ont un

role fonctionnel dans la respiration, les mitochondries des €osinophiles ont plutot un role
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fonctionnel majeur dans 1’apoptose [333]. On pense actuellement que les stimuli apoptotiques
convergent vers les mitochondries, ayant pour résultat la libération du cytochrome c. En outre,
dans les voies déclenchées par I’occupation de « death receptors », il existe une boucle
d’amplification mettant en jeu les mitochondries : une cible de la caspase-8 est I’homologue
pro-apoptotique de Bax, Bid, qui subit une translocation du cytosol vers la mitochondrie ou il
devient tBID (truncated BID, forme tronquée de BID) et, par un mécanisme impliquant une
interaction avec Bax, potentialise la libération de cytochrome c et 1’activation des caspases 9
puis 3. Dans I’apoptose initiée par la liaison d’un « death receptor », les perturbations de la

membrane mitochondriale dépendent donc de 1’activation de la caspase-8 [237].

Les signaux de survie

Plusieurs études ont montré une augmentation de la survie des éosinophiles in vitro en
présence des hématopoiétines IL-3, IL-5 et GM-CSF [29, 58, 249, 363] a de trés faibles
concentrations (de 1’ordre de la pmol). L’augmentation de la survie induite par I’IL-5, la seule
cytokine spécifique de 1’activation des éosinophiles, implique une synthése protéinique de
novo et prévient le déclenchement de I’apoptose [470]. Plusieurs messagers chimiques sont
¢galement indirectement responsables d’une inhibition de I’apoptose en induisant la sécrétion
autocrine des hématopoiétines IL-3, IL-5 et GM-CSF. L’ IFNy, le CD40, le LPS, le TNFa et
le CD9 provoquent une production accrue de GM-CSF et I'IL-13 de I'IL-3 [149]. En
revanche, I’induction de 1’apoptose par le TGFP est liée a I’absence de sécrétion de GM-CSF,
d’IL-3 ou d’IL-5. L’action de ces hématopoiétines in vitro sur la prolongation de la survie des
¢osinophiles est donc bien connue, cependant, leur role in vivo dans le maintien de
I’¢osinophilie reste encore trés discuté. Néanmoins, 1’éosinophilie pourrait étre liée a
I’absence d’apoptose. Le nombre de cellules apoptotiques, de corps apoptotiques et de
macrophages ayant phagocyté des corps apoptotiques en microscopie électronique est corrélé
a Dinfiltration €éosinophilique dans les premiers jours qui suivent un défi allergéne chez des
souris sensibles. Mais, I’apoptose se prolonge pendant deux semaines, bien au-dela de la
résolution de I’inflammation [217]. Chez I’homme, dans les polypes nasaux, un traitement
anti IL-5 induit I’apoptose des €osinophiles qui est corrélée a une diminution de 1’éosinophilie
tissulaire. Les auteurs suggerent donc que la présence d’IL-5 constatée dans ces tissus pourrait
étre a I’origine de I’apparition retardée de 1’apoptose et ainsi de 1’éosinophilie tissulaire [401].

L’IL-5 n’agirait pas directement sur le controle de 1’expression des génes anti/pro
apoptotiques mais plutot elle régulerait ’activation de la cascade des caspases. En effet, 1’IL-

5 bloque complétement 1’apoptose spontanée ou chimiquement induite et ralentit
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sensiblement I’apoptose induite par la liaison de fas en agissant en aval de la caspase 8 et en
amont de la caspase 3. Cet effet de I’IL-5 correspond certainement a un point clé¢ de la
cascade comme par exemple la formation de ’apoptosome ou la formation préalable du
complexe caspase 9/Apaf, a moins qu’elle ne régule la voie d’amplification par la caspase 8

mais ce ne sont actuellement que des hypothéses [478].

Une des implications de I’IL-5 dans la survie des ¢€osinophiles résulterait de
I’inhibition de la translocation mitochondriale de Bax, de telle sorte que la perméabilité
membranaire des mitochondries demeure préservée, empéchant ainsi la libération du
cytochrome c. La formation de I’apoptosome et I’activation initiale de la caspase 9 deviennent
impossibles de méme que I’activation secondaire de la caspase 3. Cette action de 1I’IL-5 sur la
translocation de Bax et I’activation des caspases apres la libération du cytochrome c est donc
indépendante des caspases [102, 234]. La liaison de I’IL-5 a son récepteur augmente la
quantité des tyrosines kinases Lyn et Syk qui interagissent avec la sous-unité fc du récepteur
IL3/IL5/GM-CSF, induisant ainsi la phosphorylation de substrats cellulaires [476]. Dans les
cellules n’exprimant pas les kinases Lyn, Janus kinase 2 (JAK2), et Raf-1, I’IL-5 est
incapable d’inhiber I’apoptose. L’effet anti-apoptotique de I’'IL-5 pourrait donc aussi étre lié¢ a
la kinase Raf-1. En effet, Bcl-2 s’associe a Raf-1 provoquant sa translocation du cytosol a la
membrane mitochondriale ; Raf-1 peut alors induire la phosphorylation de Bad, empéchant
ainsi son effet pro-apoptotique 1i¢ a la dimérisation de « Bad non phosphorylé » avec Bcl-2
[332, 480]. L’IL-5 induit aussi I’activation de SHPTP-2, physiquement couplée a la sous-
unité Bc du récepteur de IL-5, qui forme alors un complexe avec la protéine adaptatrice Grb2.
Finalement, SHPTP-2 semble agir en amont de la voie des Ras-Raf-MAPK qui est activée en
réponse a I’IL-5 et semble nécessaire a la prolongation de la survie des €osinophiles [331]
(Figure 18).

De méme, la liaison de CD30 qui induit rapidement et intensément I’apoptose met en jeu
I’activation de p38, des MAPKs 1/2 et d’une tyrosine kinase spécifique, mais pas celle de
NF«kB [274]. La résistance des ¢€osinophiles a 1’apoptose peut aussi étre induite via la
production autocrine puis la libération de GM-CSF. De multiples stimuli ménent a cette
production par des cascades diverses et, dans le cas de I’induction par le TNFa et la
fibronectine, c’est la stabilisation de I’ARNm de GM-CSF qui est impliquée. L’activation de
ERK mais pas celle de p38 est suffisante pour la stabilisation de I’ARNm de GM-CSF, alors
que c’est I’activation de JNK (Janus Kinase) qui est nécessaire a la stabilisation de I’ARNm
de I'IL-3 [133]. Ainsi, P’activation des kinases résulte en [’activation des voies de

signalisation JAK/STAT et Ras-Raf-MAPK ce qui permet la transduction du signal anti-
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apoptotique de IL-5 et la stabilisation des ARNm des hématopoiétines ainsi que la
neutralisation du proapoptogéne Bad.

Un dernier signal inhibiteur de 1’apoptose des éosinophiles induite par fas est 'oxyde
nitreux (NO). Cet effet protecteur de NO semble étre important en pathophysiologie puisque
des concentrations accrues de NO sont présentes dans les sites inflammatoires allergiques
[399].

Il reste encore beaucoup a apprendre sur la régulation des mécanismes de 1’apoptose
in vivo afin d’expliquer par exemple pourquoi un éosinophile recevant simultanément des

signaux inducteurs de survie et d’apoptose « choisit » une voie plutot que I’autre.

133



RECRUTEMENT DEGRANULATION

MBP, ECP,
(]

GM'CSF, IL'3, Se’lectlneS, OO EPO, EDN,

IL-5, éotaxine intégrines... ® 9% radicaux

o  OXygéneés

ﬁ o T

> médiateurs

] lipidiques

Précurseur des eosinophile
éosinophiles

Médiateurs lipidiques,

Chémokines, cytokines, chémokines, ...

anaphylatoxines,
histamine IFNY et
@ IL-5

macrophage

IL-5

IFNy, IL-4, 1L-12,
IL-5, IL-18,
éotaxine APOPTOSE

Natural Killer

mastocyte Lymphocyte B IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-13
ou
IL-2, TNFp1, IFNy
Lymphocyte T
Basophile

Figure 19 : Place des éosinophiles dans les réponses inflammatoire et immune.

134



La différenciation, la multiplication et la mobilisation des
précurseurs des éosinophiles, principalement sous le
controle des hématopoiétines (IL-3, IL-5 et GM-CSF) et de
l’éotaxine, aboutit a la présence d’éosinophiles matures
dans le sang et les tissus (Figure 19). Actuellement, on
considere que les éosinophiles tiennent une place
importante dans la réponse inflammatoire (Figure 19). Leur
recrutement met en jeu surtout des sélectines (L-sélectine) et
des intégrines (1 et B2 intégrines pour les plus
importantes), et est régulé par des molécules variées :
chémokines (RANTES, MCP-3, MCP-4, éotaxines), cytokines
(TNFa, IFNy, IL-4, IL-13, IL-1), histamine, anaphylatoxines
(C3a, C5a), PAF...). Nombre de ces médiateurs proviennent
d’autres cellules de l'immunité : les NK produisent de UIL-5
et de UIFNy, les mastocytes de UIL-5, les basophiles de UIL-
4, les lymphocytes B les IL-4 et IL-6 et les lymphocytes T les
IL-4, 5, 6, 10, 13 ou U'IL-2, U'IFNy et le TNFf1). L’activation
consécutive des éosinophiles se caractérise par la
production de messagers impliqués directement dans les
mécanismes de coopération cellulaire : UIFNy, UIL-4, UIL-12,
UIL-5, IL-18 et l’éotaxine agissent sur les LT et régulent
leur production en cytokines et les IL-4 et IL-6 (+ IL-3)
stimulent la multiplication et ’activation des LB
(lymphocytes B). Une premiére conséquence de la
production coordonnée des cytokines par les différents
types cellulaires est d’amplifier considérablement les
mécanismes de communication cellulaire ainsi que de
favoriser Uafflux des leucocytes sur le site inflammatoire. La
deuxieme conséquence est d’initier une réponse immune de
type 1 ou de type 2 selon les cytokines prépondérantes,
spécifique de la stimulation antigénique puisque les
éosinophiles sont des cellules présentatrices de l’Ag a part
entiére. D’autre part, les éosinophiles sont des cellules
effectrices de l'inflammation capables de libérer (par
exocytose, « dégranulation par bouts » ou cytolyse) des
protéines cytotoxiques (MBP, ECP, EPO et EDN) et des
radicaux oxygénés impliqués dans la bactéricidie, ainsi que
des médiateurs lipidiques de l'inflammation, sous
Uinfluence de stimuli variés (médiateurs lipidiques,
chémokines...). Enfin, la régulation de la survie des
éosinophiles tient une place prépondérante. Leur
participation aux processus inflammatoires variés
nécessite, pour étre optimale, une maitrise de l'apoptose
assurant ainsi une disparition sans dégats pour
lorganisme de cette cellule, une fois sa mission dans la
réaction inflammatoire accomplie. Il semble que la
régulation de la survie des éosinophiles est en fait une
régulation de Uapoptose, principalement sous controle des
hématopoiétines (particulierement de I'IL-5).
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DEUXIEME PARTIE :
Place des éosinophiles dans les réponses antiparasitaires de

I'organisme
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L’étude des réactions inflammatoires engendrées par les
infestations parasitaires est un vaste sujet, en particulier en
raison de la diversité des cyles biolgiques des parasites.
Les éosinophiles participent aux défenses mises en place
par U’héte en coopérant avec les autres cellules de
Uimmunité (lymphocytes) et leur recrutement, souvent
déclenché par la migration tissulaire des larves, est lié a la
présence d’interleukines (IL-4, IL-5) et d’autres facteurs
chémoattractants (éotaxine, MCP...). Ces granulocytes
participent a l’isolement des parasites (réaction
granulomateuse) et, surtout, ils ont un réle dans leur
élimination (dégranulation sélective de produits toxiques).
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Les réactions inflammatoires d’origine parasitaire

Les infestations parasitaires induisent une réponse inflammatoire et immune
impliquant les éosinophiles. Cette réaction, parfois de type granulomateuse, est spécifique du
stade de développement du parasite (le plus souvent un ou quelques stades larvaires, plus
rarement ’adulte) et la coopération cellulaire mise en place avec les lymphocytes B et Th

oriente vers une réponse immune de type 2.

Diversité des espéces de parasites

Le seul plathelminthe ayant fait 1’objet de plusieurs études en rapport avec les
€osinophiles est Schistosoma mansoni, un trématode appelé aussi bilharzie et qui a pour HD
(hote définitif) I’homme. Il est a ’origine de la schistosomiase (ou bilharziose), maladie
chronique se caractérisant par la présence de schistosomes adultes pendant de nombreuses
années dans les veines (mésentériques ou vésicales) de 1’hote ou ils pondent des ceufs qui
causent des Iésions des organes ou ils sont déposés. Les pathologies engendrées sont graves :
problémes urinaires chroniques, cancer de la vessie ou cirrhose du foie. Plus de 200 millions
de personnes en sont atteintes dans le monde, principalement en Afrique, et prés de trois fois
autant sont exposées au risque [365].

En revanche, les nématodes parasites que nous citerons sont trés nombreux (voir
Annexe). Ils appartiennent a plusieurs familles, ce qui explique les différences entre les
parasites étudiés. En particulier, leur localisation chez leur HD et leurs différentes stratégies
de défenses expliquent qu’il est difficile de généraliser une conclusion pour un couple
parasite/hote a d’autres couples. Certains modeles d’étude, notamment les rongeurs, sont
préférentiellement utilisés en raison en grande partie de leur disponibilité. La difficulté est de
trouver un parasite assez semblable a celui de ’homme ou de I’espéce animale étudiée, ce qui
n’est pas toujours possible, et de modéliser les biais induits par la différence d’espece. Chaque
espece hote est plus ou moins sensible et réceptive a une infestation donnée et parfois nous ne
connaissons pas tous les paramétres qui varient. Le recoupement des données obtenues avec
différentes souches de souris modifiées génétiquement a permis d’identifier des modéeles,
mais a maintes reprises, il a été souligné que les souris constituent un modeéle peu pertinent

pour I’homme des mécanismes d’activation et de régulation des €osinophiles.
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Particularités des cycles et conséquences

Au-dela des caractéristiques propres des parasites et des hotes, les conséquences
cliniques des parasitoses sont souvent en rapport avec I’évolution du parasite. Les réponses de
I’hote sont en partie conditionnées par les modalités d’infestation, en particulier a cause du
traumatisme induit par les migrations tissulaires du parasite, et par la localisation finale de
I’adulte. Nous avons donc regroupé ici les points communs des voies d’entrée et du type de

migration des parasites que nous citerons ultérieurement.

La voie d’entrée

La voie d’entrée du parasite est bien sir directement en rapport avec son cycle propre.
Cependant, indépendamment de la génétique des parasites, deux grands types de mode

d’infestation émergent : par ingestion et par pénétration transcutanée (Tableau 7).

La contamination par voie orale a lieu lors d’ingestion d’une larve infestante qui peut
étre a des stades différents et sous différentes formes. Ainsi, pour les larves embryonnées, il
s’agit d’une larve infestante L1 pour Trichuris spp. et d’une larve L2 dans les ascaridioses.
Les larves peuvent aussi étre ingérées avec leur HI (hote intermédiaire) comme la larve L3
infestante lors d’angiostrongylose, avec un hote paraténique comme la L2 embryonnée de
Toxocara ou avec leur kyste comme la larve L1 musculaire infestante de Trichinella spiralis.
Elles peuvent enfin étre libres dans le milieu extérieur comme la larve infestante L3 des
especes de Trichostrongylidés et celle de Strongylus [15, 278].

L’autre mode de pénétration dans ’HD qui est assez répandu chez les parasites est la
pénétration transcutanée des larves infestantes. Cela peut avoir lieu aprés un passage par un
HI comme c’est le cas de la furcocercaire de Schistosoma mansoni ou sans HI comme pour
les ankylostomes, les filaires et les especes du genre Strongyloides. En marge de cette voie
classique, certains nématodes parasites des familles des Ancylostomatidés et des
Strongyloididés, lorsqu’ils se trouvent chez un hdéte immunisé, migrent différemment et
peuvent parfois se localiser dans la mamelle. Cela méne & une infestation par voie colostrale

qui pallie la voie transcutanée devenue impossible [15, 278].
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La migration

Que la voie d’entrée soit transcutanée ou orale, la circulation générale sanguine et
lymphatique de I’héte permet un déplacement passif des parasites, en particulier des larves.
Nombre d’entre elles gagnent ainsi, en passant éventuellement par le foie, le systeéme cardio-
pulmonaire. A partir de cette localisation, les larves migrantes peuvent rejoindre les organes
qui les hébergeront a 1’état adulte en utilisant la circulation, comme par exemple les larves
d’Angiostrongylus cantonensis qui vont vers le SNC (systtme nerveux central) [278].
L’utilisation du systéme circulatoire génere tres peu de réaction inflammatoire chez I’hdte et a
donc un faible impact sur le parasite et la charge parasitaire (Tableau 7).

Cependant, de nombreux parasites adultes ont une localisation qui nécessite une phase
migratoire tissulaire, qui est alors active. Par exemple, pour un établissement gastro-intestinal,
I’une des modalités la plus fréquente dans les cycles parasitaires est le passage alvéolo-
capillaire a partir de la circulation générale. Les larves peuvent alors, aprés avoir remonté la
trachée, étre dégluties et gagner le tractus digestif. Cette migration peut étre réorientée en
fonction de la réactivité de 1’hdte comme dans le cas des ankylostomiases : si leur hote est
immunisé, les larves restent dans le parenchyme pulmonaire puis regagnent la circulation
générale, d’ou une possible contamination par voie colostrale de jeunes hotes non immunisés
lorsqu’il s’agit d’une femelle allaitante qui est infestée [252].

Les étapes tissulaires de migration active sont traumatisantes et géneérent donc des
réactions inflammatoires importantes chez 1’hote qui peuvent étre déléteéres pour le parasite et
influencer la charge parasitaire. Par exemple, la réaction inflammatoire éosinophilique sous-
cutanée lors de la pénétration des larves de Nippostrongylus brasiliensis diminue leur nombre
et la structure des survivantes est certainement modifiée puisque la fécondité des adultes est
corrélée a 1’éosinophilie [98]. De méme, le tissu pulmonaire est tres réactif et il est fréquent
de trouver des granulomes éosinophiliques ou des infiltrations pulmonaires éosinophiliques
chez les hotes parasités. Strongyloides stercoralis est une espece de Rhabditidés gastro-
intestinaux a 1’état adulte et présentant une migration pulmonaire. Lors d’infestation par ce
parasite, ’infiltration pulmonaire est principalement éosinophilique et est corrélée a la
présence du parasite [308].

Enfin, certains parasites ont des trajets migratoires courts et les tissus 1ésés sont donc
moins variés. Cependant, il y a tout de méme une réaction locale de 1’hote, comme par
exemple I’éosinophilie intestinale majeure induite par Nippostrongylus brasiliensis [98].

Les cycles parasitaires associent le plus souvent des
phases migratoires passives et actives, ces derniéres étant
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principalement responsables de la mise en place des
défenses de
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Tableau 7 : Tableau récapitulatif des voies d’entrée, migration et localisation finale des parasites (d’aprés 278).
LMO : larva migrans oculaire ; LMV : larva migrans viscérale ; Hl : héte intermédiare ; HD : hbte définitif.

Parasite et HD

Voie d’entrée et
stade infestant

Migration larvaire

Localisation des parasites et particularités du
cycle

Trichuris vulpis (chien) ; T. | Voie orale Reste dans le tractus digestif Adultes intestinaux

trichiura (homme) larve 1 embryonnée

Ascaris lumbricoides Voie orale Foie, coeur, poumon, trachée Adultes intestinaux

(homme) larve 2 embryonnée

Angiostrongylus Voie orale Circulation générale, caeur, poumon Adultes : artéres pulmonaires

costaricensis (rongeurs) ;
A. cantonensis (rat)

larve 3 dans HI

Cerveau

Larves : cerveau (homme)

Toxocara canis (chien)

Voie orale
larve 2 embryonnée

Foie, coeur, poumon, trachée

Adultes : intestin gréle

Larves : pulmonaires chez I'héte immun, possibles
transmission transplacentaire et colostrale.

LMO, LMV (rétine, SNC...) : arrét du développement

Trichinella spiralis
(homme, carnivores)

Voie orale
larve 1 musculaire
dans un kyste

Essentiellement lymphatique
Foie, coeur, poumon, circulation
artérielle qui dissémine les larves

Adultes : intestin gréle
Larves : Kystes musculaires

Ostertagia ostertagi
(ruminants) ;
O. circumcicta (ovin)

Voie orale, larve 3
libre

Reste dans le tractus digestif

Adultes intestinaux
Possible hypobiose de L4 (Ostertagia)

Strongylus vulgaris Voie orale, Arteres mésentériques Adultes intestinaux

(cheval) larve 3 libre Hypobiose (L5)

Schistosoma mansoni Cutanée, Circulation puis paroi intestinale et Adultes : veines mésenteériques

(homme) furcocercaire (aprés | milieu extérieur Oeufs dans des granulomes (foie, autres organes
HI) pour les ceufs perdus)

Ancylostoma caninum Cutanée, Foie, coeur, poumon, Adultes intestinaux

(chien) ; Necator L3 (pas d’HI) trachée Transmission transplacentaire possible (chien)

americanus (homme) Migration cutanée longue et pathogéne (homme)

Onchocerca volvulus, Cutanée, Wuchereria et Brugia : vaisseaux Adultes : nodule

Wuchereria bancrofti et
Brugia malayi (homme)

sans HI (vecteur)

lymphatiques
Microfilaire sous-cutanée, peau,
cornée

Adultes d’O. volvulus : derme

Strongyloides stercoralis
(homme, chien, chat)

Cutanée,
sans HI

Larves pulmonaires ou intestinales

Adultes intestinaux
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lhéte, mais il peut aussi y avoir un enkystement ou un
égarement des ceufs et des larves, autres causes
d’éosinophilie.

Enkystement des larves et migration erratique

Au cours de la migration larvaire, certaines larves ont une phase d’enkystement,
comme la larve musculaire de Trichinella spiralis et la larve infestante de Onchocerca
volvulus, ou d’hypobiose, comme la larve LS de Strongylus spp. qui reste dans I’exuvie de L4
dans la paroi intestinale (Tableau 7). Par ailleurs, cette phase est parfois une alternative au
cycle classique lorsque 1’hote parasité met en place un systeme de défense efficace. Chez les
Ascarididés [101] ou les Ankylostomatidés [252], les larves pulmonaires peuvent regagner la
circulation générale et, éventuellement apreés une phase d’hypobiose dans 1’utérus ou la
mamelle, étre transmise par voie colostrale ou transplacentaire. Ce type de migration permet
d’éviter de rester dans les poumons, organe particuliérement réactif, ainsi que de parasiter des
jeunes hotes non immunisés.

Les cycles parasitaires sont aussi sources d’aléas méme lorsque I’HD est adéquat. Par
exemple, les ceufs pondus par Schistosoma mansoni sont pourvus d’un éperon qui leur permet
de traverser la paroi des vaisseaux a la recherche d’un chemin vers le milieu extérieur. De
nombreux ceufs se perdent durant cette phase et sont a I’origine d’un kyste inflammatoire et
d’un phénomene d’hypersensibilité [278]. De méme, les larves de Toxocara, migrant
essentiellement par la circulation, peuvent avoir une localisation erratique telle que la rétine
ou le SNC et générer des granulomes inflammatoires [101].

Enfin, les ceufs embryonnés présents dans le milieu extérieur ou les larves infestantes
chez les HI peuvent ne pas étre consommés par I’HD spécifique et les larves qui pénétrent par
voie transcutanée peuvent se tromper d’hote. Si ’homme est le nouvel hote, il s’agit alors
d’une zoonose. Le cycle du parasite peut s’accomplir normalement comme c’est le cas pour
les larves d’Angiostrongylus cantonensis responsables de méningite €osinophilique chez
I’homme aussi bien que chez le rat, son HD [278]. Les larves peuvent aussi €étre confrontées a
un systéme immun relativement efficace, en particulier dans le tissu sous-cutané, n’entrainant,
comme les larva migrans ankylostomiennes, que des pathologies mineures [252]. Enfin, chez
certains Ascarididés les larves peuvent infester plusieurs especes, dont I’homme, alors que les
adultes ont des HD spécifiques. Apres ingestion de larve L2, la migration par voie sanguine
ou lymphatique permet aux larves de gagner des organes comme le foie ou I’ceil au sein

desquels les réactions immunitaires sont peu développées. Ces larves, appelées, larva
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migrans viscérale (LMV) ou oculaire (LMO), s’enkystent et sont trés pathogenes chez
I’homme en raison de la réaction inflammatoire induite [101].
D’autre part, la migration normale du parasite peut induire chez son hote normal la

formation d’un granulome inflammatoire qui isole la larve, en particulier lors de réinfestation.

La réaction organisée de I’hote

La complexité des cycles offre de nombreuses occasions de contact entre le parasite et
I’héte. Chacun met en place des stratégies, 1’hdte est souvent confronté non seulement a
plusieurs localisations (entrée, migration, localisation finale) mais aussi a une grande diversité
antigénique. La réponse immune est variable selon la qualité¢ de I’hdte, c’est-a-dire selon sa
réceptivité, sa sensibilité et son statut immun, et selon le type de parasites. Dans tous les cas,

elle vise a se débarrasser du parasite soit en I’expulsant, soit en le détruisant, soit en I’isolant.

Lymphocytes B et anticorps

Synthése des Ig

L’existence d’un répertoire de LB chez un individu permet la reconnaissance d’un
grand nombre d’antigénes (Ag). Cette grande diversité des sites anticorps (Ac) sur les LB est
principalement liée a la diversité de structure puis d’assemblage des chaines lourdes et 1égéres

des Ig.

Les LB matures portent des Ig de surface qui sont des IgM ou des IgD et, apres la
stimulation antigénique, ils se transforment en plasmocytes sécrétants. La commutation des
chaines lourdes, appelée « switch » des Ig, permet ensuite d’obtenir des Ig de classes
différentes mais possédant le méme déterminant antigénique.

Le complément est un co-effecteur important de la réponse immunitaire & médiation
humorale, en particulier parce que les complexes immuns Ag-Ac sont des activateurs de la
voie classique du complément. En outre, les larves de parasites, par exemple celles des
ankylostomes, constituent souvent directement des surfaces activatrices de la voie alterne du
complément [100].

Les Ag qui se fixent sur les Ig de surface sont dits T dépendants ou T indépendants
selon I’'implication ultérieure des L'T. L.es Ag T indépendants, dont font partie les analogues

de LPS, sont assez rares et induisent seuls la différenciation et la multiplication des LB mais
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ne permettent que le « switch » vers des IgG3. Par contre, la fixation d’un Ag T dépendant
induit I’apparition de récepteurs a cytokines a la surface des LB qui peuvent alors recevoir des
informations des LT auxiliaires. Cette communication avec les LT est nécessaire a la
différenciation et a la multiplication des LB ainsi qu’a la diversité de « switch » des Ig. Les
Th2 interviennent dans le « switch» de IgM vers IgA et IgGl et sont exclusivement
responsables du « switch » vers les IgE, alors que les Thl sont responsables du « switch »

vers les [gG2.

Diversité antigénique

Les Ac spécifiques sont produits en réponse a une stimulation par un Ag donné. Dans
le cas des parasitoses, I'un des principaux problémes auquel I’hote est confronté est la

variabilité antigénique du parasite.

La localisation du parasite varie au cours de son cycle : la voie d’entrée, les tissus
traversés par la migration larvaire, la localisation de 1’adulte et les lieux d’enkystement sont
autant de sites que 1’hote doit défendre. Les localisations tissulaires sont propices au
développement d’une réaction immune alors que le systéme circulatoire est un site favorable a
I’établissement des vers. Par exemple dans le cas de I’ankylostomiase, 1’entrée des larves dans
la circulation est une phase de transit courte pour laquelle la réponse immunitaire est minime.
Au contraire, la migration pulmonaire et la présence des larves dans I’escalator mucociliaire
sont trés immunogenes [252].

En outre, chaque stade du parasite (ceuf, larves, adulte) possede des Ag propres qui
peuvent étre des produits d’Excrétion-Sécrétion ou des Ag somatiques. Par exemple, les
larves infestantes d’ankylostomes libérent lorsqu’elles sont détruites des molécules immuno-
réactives, et les survivantes peuvent sortir de leur gaine laissant derri¢re elles une enveloppe
antigénique qui fait diversion. Ainsi, le systéme immunitaire est inefficace puisqu’il ne cible
pas la larve vivante [252]. Il y a parfois une communauté antigénique entre les différents
stades parasitaires ce qui explique pourquoi lorsque la durée des différents stades est assez
bien connue, il est parfois difficile d’identifier dans un site défini la forme responsable de la
stimulation antigénique du fait de la persistance de la réponse immune apres la stimulation
antigénique.

Enfin, un méme stade peut présenter a I’hote des Ag différents. Par exemple, les larves
migrantes de Toxocara canis (LMO ou LMV) échappent au systéme immunitaire de leur hote

pendant des années. Ces larves sont couvertes sur leur surface cuticulaire de mucines
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sécrétoires qui sont renouvelées régulierement. Ces mucines ont en commun notamment des
domaines avec six cystéines conservées (SXC : 36-amino acid six-cysteine) ; il y a donc une
¢conomie d’information génétique pour le parasite et un évitement du systeme immunitaire de
son hote [101, 251].

Finalement, la variabilit¢ dans I’espace (déplacement) et la variabilit¢ de I’identité
antigénique (d’un méme stade ou non) engendre une réponse en Ac inefficace puisqu’elle ne

correspond pas aux Ag parasitaires et conduit a I’épuisement de la synthése des Ig.

Ig et helminthiases

Toutes les classes d’Ig peuvent participer a la réaction immunitaire lors d’helminthiase
a des degrés variés mais I’IgE et les sous-classes d’IgG sont les Ig les plus souvent présentes.
Néanmoins leur role protecteur est un sujet de débat et leur rapport avec les éosinophiles reste

peu connu.

Les IgE sont trés souvent présentes lors des réponses aux infestations par les
helminthes, sous forme libre mais aussi parfois sous forme complexée IgE/anti-IgE (cas des
pathologies induites par les LMO et LMV de Toxocara canis chez 1’homme [101]).
L’¢limination des IgE avec des Ac anti IgE n’a pas d’effet ou est bénéfique pour le parasite
dans le cas des infestations par Nippostrongylus brasiliensis, Trichuris muris, Schistosoma
mansoni ou Strongyolides ratti [2, 37]. De plus, ’augmentation en IgE spécifiques semble
associée a la protection contre les infestations avec les filaires [2], les ascaris [262, 441], les
trichures [135] et les ankylostomes [252] et I’efficacité de cette protection est parfois en
rapport avec l’dge de I’hote [135, 257, 262]. Par ailleurs, la corrélation entre les
concentrations en IgE et la protection de I’hote lors de certaines parasitoses telle que la
schistosomiase semble dépendre de la qualité spécifique de I’hote et du fait que 1’infestation
soit primaire ou non [14, 30 et 31 in 135, 207, 315, 392]. La présence d’€osinophiles en méme
temps qu’une ¢€lévation de la concentration en IgE laisse supposer qu’il existe un rapport entre
ces deux mécanismes de défense. Cependant, les connaissances actuelles ne permettent que de
constater qu’il s’agit d’un état global de I’'immunité de 1’hote qui est de type Th2 : les LTh2 et
les IL qui lui sont associées d’une part orientent la fabrication d’IgE par les LB et d’autre part
favorisent la présence et 1’activation des €osinophiles, deux modes d’actions qui semblent
plutot indépendants.

L’autre type d’Ig dont la quantit¢ présente semble corrélée aux helminthiases

(Onchocerca volvulus (2], Trichuris muris [37], Trichuris trichiura [135], Strongyloides
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stercoralis [239], ankylostomes [252], ascaris [101], filaires [316], schistosomes [278]) est
celui des IgG, en particulier ses isotypes IgG1 et [gG4 mais, bien que leur quantité augmente
lors de certaines parasitoses, elles ne sont que peu protectrices. Comme pour les IgE, la
présence des IgG1 est associée a une réponse de type Th2 mais aucun rapport avec les
¢osinophiles n’a pour I’instant été mis en évidence.

Comme nous l’avons rappelé¢ précédemment, les LTh2 (lymphocytes T helper 2)
interviennent dans le « switch » de IgM vers les IgA et IgG1. Il est donc peu surprenant que
les IgM et les IgA soient détectables lors d’helminthiases et que 1’augmentation des
concentrations en IgM soit la plus précoce.

Globalement, le cas des trichuroses illustre bien les connaissances sur la protection
apportée par les Ac : lors d’infestation avec des trichures chez 1’homme, les Ac spécifiques
produits de facon prédominante sont des IgGl, IgG4, IgA et IgE, mais seules les
concentrations en IgE sont corrélées a la charge parasitaire [135]. Cependant, chez les souris,
le transfert d’IgG1 issue de souris immunisées a des souris déficientes en LB restaure la
protection. Ainsi, il se pourrait que les Ig soient capables de limiter I’établissement du ver et
elles auraient donc plutdt un role dans la limitation des réinfestations plutdt que lors des
infestations primaires [37]. De facon similaire, seule la L1 mature de Trichinella spiralis
installée dans les muscles induit un « switch » de IgM vers IgG1, sous le controle de I’'IL-4.
Cette IgG1 est spécifique d’un Ag des produits d’Excrétion-Sécrétion de la L1 mature et c’est

cette conversion qui limite I’entrée de nouvelles larves infestantes [31].

Le role précis des LB et des Ac dans les helminthiases est donc trés variable, ce qui
rend difficile I’exploration du mécanisme. Nous avons vu que les LTh2 peuvent induire, via la
production de cytokines, la différenciation des LB afin qu’ils produisent des Ac spécifiques.
L’induction de I’activation et de la différenciation de ces LT est permise par I’action des CPA
(Figure 20). Il semblait donc jusqu’a présent que le schéma général impliquant les Ac était du
type : activation des LT par les CPA (I’éosinophile par exemple) et activation des LB par un
Ag, puis orientation et augmentation de la réponse des LB par Dl’action des LT déja
différenciés. Dans ce type de modéle, les LB ne servent que comme « usine de fabrication »

des Ac.
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Figure 20 : Immunité humorale et cellulaire dans le cas des infestations parasitaires.
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Récemment, ce modele a été remis en question dans I’infestation de souris avec
Brugia malayi. Chez des souris athymiques, le transfert de LB issus de souris précédemment
infestées permet de restaurer la protection mais le transfert de sérum immun ne semble pas
avoir la méme efficacité. Par ailleurs, chez des souris déficientes en LB, le défaut de
protection de I’hdte est associé a un défaut de recrutement des LT et des €osinophiles ainsi
qu’a une absence d’augmentation des concentrations en IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13. Il existe
des sous populations de LB (LB1 et LB2) qui, selon les conditions environnementales lors de
leur rencontre avec un Ag et les LT, produisent I’IL-4 ou I’'IFNy et peuvent donc induire la
différenciation des LT CD4+ en LThl ou LTh2 (Figure 20) [172]. Un tel mécanisme ne peut
étre exclu dans les infestations avec Brugia malayi bien qu’aucune preuve n’ait €té apportée.
Ce role de costimulateur ou de producteur de cytokines pour les LB a aussi été proposé dans
les infestations avec Trichuris muris, mais la encore, le mécanisme favorisant le
développement de la réponse de type Th2 n’a pas été identifié [37].

Ainsi, les lymphocytes B et T ont peut-étre une coopération a double sens (Figure 20)
dans certaines situations mais le réle précis des LB n’est, a notre connaissance, pas encore
¢lucidé. I1 semble donc difficile de généraliser ce type de mécanisme, d’autant plus que, selon
les especes de parasites, la sous populations de LB qui semble nécessaire a la protection est

différente [2, 324].

Réponse cellulaire lors de parasitose

Il est devenu assez clair ces dernieéres années que la défense d’un hote contre les
helminthes, en particulier contre les nématodes, est étroitement liée a sa capacité a induire une
réponse de type 2 contre le parasite. Les LTh2 sont producteurs de cytokines, notamment des
IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 et IL-13, qui ont des roles de régulation positive ou négative des LB.
Les sujets de recherche actuellement s’orientent plutot vers la compréhension des composants
du systéme immunitaire qui sont responsables de cette réponse orientée et vers 1’identification

des fonctions effectrices qui assurent I’expulsion ou la destruction du ver.

L’IL-4, produite deés le début de la réponse de I’hdte, joue un rdle important dans
I’induction et I’entretien de la réponse Th2. Elle serait directement produite par des cellules
accessoires suite a la reconnaissance d’un Ag d’helminthe. Cet Ag pourrait étre un glycane,
déterminant commun a plusieurs helminthes méme phylogénétiquement trés éloignés comme

par exemple Brugia malayi et Schistosoma mansoni [428]. Bien que le mécanisme
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moléculaire ne soit pas encore €lucidé, il se pourrait que le glycane se lie a des récepteurs sur
des cellules productrices de I’IL-4. Une autre explication pourrait étre la production autocrine
de I'IL-4 par les LTh2 eux-mémes, phénomene éventuellement déclenché par la présentation
d’un Ag par une CPA. Ce modele n’exclue pas forcément le précédent puisqu’il semble que le
systtme de reconnaissance des carbohydrates opere souvent en une triade composée d’un
récepteur, d’un ligand et d’une protéine ou d’un lipide porteur. Enfin, comme nous I’avons
expliqué précédemment, les LB pourraient étre les initiateurs de la réponse Th2 par un

mécanisme encore a déterminer [428].

Il est intéressant de constater que, malgré tout, aucun mécanisme effecteur protecteur
universel n’a été a ce jour mis en évidence et, finalement, la réponse qui mene a ’expulsion
ou la destruction des helminthes parasites est assez peu connue. En dépit des similitudes entre
les especes de nématodes, il semble que des mécanismes effecteurs différents soient mis en
jeu. Par exemple, la présence des mastocytes ou des €osinophiles, tout comme celle des
cellules B1 et B2, n’est pas toujours nécessaire pour la protection de I’hote.

L’immunité locale a médiation cellulaire lors des strongyloses digestives est un
exemple de coopération des cellules effectrices avec des Ac. Les mastocytes stimulés par les
IL de type Th2 proliférent et induisent le passage vers la surface de la muqueuse des Ig ainsi
que des neutrophiles et des €osinophiles. Ces derniéres sont ensuite responsables d’une
cytotoxicité dépendante des Ac (ADCC (antibody dependent cell-mediated cytotoxicity)).
L’ADCC est un mécanisme au cours duquel une Ig assure la liaison entre la cible et la cellule
effectrice, en se fixant d’un c6té a un Ag et de ’autre coté a son récepteur Fc spécifique
exprimé¢ a la surface de D’effecteur cellulaire (LT, NK, macrophage, éosinophile ou
neutrophile). Ce mécanisme dépend donc a la fois de la présence des Ig et de leur récepteur Fc
de surface sur les cellules effectrices. Nous discuterons ultérieurement des parasitoses pour
lesquelles la destruction des helminthes par les éosinophiles a lieu via un mécanisme

d’ADCC.

Etant donnée la trés grande fréquence des infestations parasitaires, il n’est guere
douteux que les individus atteints puissent étre exposés de facon concomitante a d’autres
pathogénes, helminthiques ou non. Il est assez clair que des individus parasités seront plus
sensibles a certains pathogenes contre lesquels les réponses Thl sont protectrices (par
exemple le Protozoaire Toxoplasma gondii) mais qu’ils seront plus résistants aux pathogenes
contre lesquels les réponses Th2 sont protectrices [82]. Cependant, les effets d’une infestation

chronique sur les déréglements immunitaires comme l'auto-immunité et l'allergie sont moins
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¢vidents. Ce sujet est tres débattu, en particulier pour le cas des allergies dans lesquelles les
IgE sont largement impliquées, mais peu de questions ont trouvé des réponses. Avec des
concentrations ¢élevées en IgE et une stimulation antigénique constante, les helminthiases
présentent toutes les caractéristiques pour développer une hypersensibilité, alors que c’est
rarement le cas et méme, il est possible que les malades soient alors moins sujets a développer
des allergies [258]. Ce paradoxe est un sujet d’étude pour de nombreux chercheurs.

Dans les infestations chroniques, notamment lors de schistosomiases et de filarioses, il
y a une atténuation de la réponse de type Th2 au cours du temps. Cette modification est
souvent au bénéfice de 1I’hote puisqu’elle est associée & une diminution des symptomes
cliniques. De plus, cet équilibre Th1/Th2 supprime aussi I'expression des symptomes de type
allergique qui seraient logiquement attendus chez les individus parasités qui produisent de

grandes quantités d'IgE.
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Le recrutement des éosinophiles lors des parasitoses

La diversité des réactions de 1’hote selon les parasites envisagés est reflétée par la
diversité des cinétiques des éosinophilies sanguines et tissulaires. Comme I’IL-5 favorise
la prolifération, la croissance, 1’activation et la survie des €osinophiles, cette interleukine
pourrait étre impliquée dans I’€osinophilie observée lors d’infestations parasitaires. Dans cette
partie, les roles de I’'IL-5 et ceux d’autres molécules dans la cinétique de recrutement des

¢osinophiles seront analysés.

Cinétique de I’éosinophilie pendant la migration parasitaire

Induction des éosinophilies sanguine et tissulaire

Ce sont le plus souvent les stades larvaires des parasites qui induisent une
¢osinophilie : la forme infestante puis les formes migrantes peuvent engendrer une
¢osinophilie tissulaire et sanguine. L’¢osinophilie sanguine est d’intensité variable. Elle est
trés marquée lors d’ankylostomiase bien que la dynamique varie selon les espéces de parasite
et selon I’héte infesté [252, 277, 307, 432, 462]. Chez I’homme, les volontaires exposés a des
L3 de Necator americanus développent rapidement une €osinophilie sanguine dont le premier
pic a lieu entre J38 et J64 [277]. La quantité d’éosinophiles périphériques est aussi augmentée
quand les larves L4 arrivent dans I’intestin. En revanche, dans le cas des infestations de veaux
de buffle domestique par Toxocara vitulorum, I’augmentation de 1’éosinophilie sanguine n’est
pas trés importante mais est constante, depuis le début de 1’infestation par les larves jusqu’au
rejet [310].

L’¢éosinophilie sanguine induite par les larves d’un méme parasite peut aussi varier
selon 1’hote infesté. Lors de I’infestation de moutons par Ostertagia ostertagi elle n’augmente
pas de maniere significative et méme, selon certaines études, elle pourrait diminuer [418]. Par
contre, chez les bovins, ce méme parasite induit une éosinophilie sanguine et tissulaire
précoce [214]. A I’inverse, I’évolution de 1’éosinophilie sanguine peut étre similaire pour un
méme genre de parasite chez des hotes différents. Par exemple, chez la souris, dans les
infestations primaires induites par administration orale de L3 musculaires de Trichinella
spiralis, 1’¢éosinophilie sanguine est moyenne, puis augmente a partir de J35 et jusqu’a J56
[161]. Chez ’homme, une étude récente sur une infestation accidentelle par du saucisson de
sanglier a mis en évidence que I’éosinophilie sanguine est augmentée chez presque 60% des

individus et qu’elle le reste au moins 2 mois. Le parasite incriminé ici était Trichinella britovi,
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espece moins prolifique et dont le temps d’incubation est plus long que 7. spiralis, mais la

cinétique de 1’éosinophilie est néanmoins similaire [357].

Bien que les larves soient généralement responsables de 1’augmentation de
I’¢osinophilie, les adultes peuvent aussi en é&tre la cause. Lors d’infestation avec
Nippostrongylus brasiliensis, on retrouve des vers adultes intestinaux a partir de J3 et jusqu’a
J9 et des ceufs dans les feces entre J6 et J8. L’€osinophilie sanguine augmente entre J9 et J11,
c’est-a-dire apres I’expulsion. Comme ce parasite a un cycle trés court, il est possible que

dans ce cas ce soient les adultes plutot que les larves qui induisent une éosinophilie [86, 98].

Le stade parasitaire responsable de 1’€osinophilie tissulaire est souvent un stade
larvaire et est alors facilement identifiable : le trajet emprunté par les larves migrantes par les
poumons explique [’infiltration éosinophilique pulmonaire. Cependant, comme pour
I’¢osinophilie sanguine, certains parasites adultes peuvent aussi étre a 1’origine d’un afflux
d’¢osinophiles. Par exemple, le Métastrongyloidea Angiostrongylus cantonensis est un
parasite responsable d’une méningo-encéphalite éosinophilique chez I’homme et chez le rat,
son HD. Lors de I’infestation par voie orale de ces derniers avec des larves L3, la migration
vers le SNC est rapide et, aprés deux mues, les jeunes adultes migrent a la surface du cerveau
a partir de J10 et jusqu'a J15, puis ils gagnent le cceur et les poumons a partir de J26. Une
méningo-encéphalite €osinophilique sévere apparait vers J11 et a J14-15, le stade parasitaire
inducteur de Dinfiltration éosinophilique étant certainement le stade jeune adulte [109].
Comme dans le cas de I’infestation par Nippostrongylus brasiliensis pour 1’éosinophilie
sanguine, le stade incriminé est 1’adulte et le cycle parasitaire est court. La mue rapide des
larves, et donc la brieveté des stades larvaires, pourrait expliquer que 1’augmentation des

¢osinophilies soit induite par les adultes de fagon priviligiée.

Délai d’apparition des afflux leucocytaires

Les délais d’apparition des éosinophilies tissulaire et sanguine varient avec les

parasitoses. Les éosinophiles peuvent &tre mobilisés du sang vers les tissus, d’ou une

¢osinophilie tissulaire associée parfois a une diminution de 1’€osinophilie sanguine, puis le

stock des cellules sanguines es{ reconstitué¢|grace a 1’augmentation de 1’€osinopoicse. Ainsi,

lors de la réinfestation de souris avec des larves d’Ancylostoma caninum, la quantité
d’éosinophiles circulants diminue entre J2 et J5 (JO étant la dernicre infestation), revient a la

normale a J9 puis augmente entre J16 et J30. Parallélement, 1’¢osinophilie dans I’intestin
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gréle augmente entre J1 et J5 puis reste élevée malgré une légere tendance a diminuer jusqu’a
J30 [447]. La cinétique est parfois plus complexe comme par exemple lors de trichinellose.
Lors d’une infestation primaire avec Trichinella spiralis chez la souris induite par
administration orale de L3 musculaires, l’infiltration €osinophilique du jéjunum (sous-
muqueuse et lamina propria) commence a J4, présente un pic a J11 et un nadir a J20, suivie
d’un second pic a J30 et d’un plateau jusqu’a J56. L’€osinophilie sanguine est moyenne, puis
augmente a partir de J35 et jusqu’a J56 [161]. Cette cinétique peut varier avec la souche de
souris utilisée puisque avec un autre modele, 1’€osinophilie intestinale ne présente qu’un seul
pic a J14 et revient a un niveau identique a celui des souris non infestées deés J21 [203]. La
présence des deux pics d’éosinophilie dans le premier modéle montre que certains facteurs
dépendent de la biologie du parasite, comme la différence de nature et de localisation des
stades parasitaires avant et aprés J11. Mais ces différences de cinétique illustrent aussi le fait
que I’hote est lui aussi un facteur déterminant : il se peut qu’un appel intense d’éosinophiles
avant J11 épuise ou non le stock leucocytaire présent selon la souche de souris.

L’augmentation de 1’€osinophilie est souvent précédée par 1’afflux des neutrophiles.
Par exemple, lors de I’infestation expérimentale des souris par voie péritonéale avec des
filaires du genre Brugia, des leucocytes sont recrutés dans la cavité péritonéale. La quantité
des €osinophiles est moyenne jusqu’a J7 puis augmente nettement, représentant 25% a 30%
des cellules péritonéales a J15 et semblant assez stable jusqu’a J21 au moins. L’accumulation
des neutrophiles est beaucoup plus précoce : ce sont les leucocytes prédominant jusqu’a J7
[134, 352]. Le méme schéma de recrutement biphasique a lieu chez les souris servant de
modele pour 1’étude de la cécité dans 1’onchocercose humaine : lors d’injection intrastromale
d’Ag, les neutrophiles sont présents a J1 et les €osinophiles ne sont majoritaires dans
I’infiltrat qu’a partir de J3 [180, 196].

Une autre population leucocytaire trés impliquée dans les parasitoses est celle des
mastocytes. La plupart du temps €osinophilie et mastocytose sont concomitantes, comme lors
d’ankylostomose [252, 447] de trichinellose [160, 175] et de trichostrongyloidose [214, 263],
mais dans certaines parasitoses elles pourraient dépendre de 1’dge et de 'immunité de 1’hote.
Lors d’infestation avec les cyathostomes, Strongylidés parasites des Equidés, le
développement de la larve a lieu dans la paroi du gros intestin. L’analyse des cellules
infiltrant la paroi montre que chez les jeunes animaux les €osinophiles prédominent alors que

chez les animaux plus agés ce sont les mastocytes [79].
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Corrélation avec la protection

Lors des infestations primaires, malgré une augmentation des €éosinophilies sanguine
et tissulaire induite par un stade parasitaire, la corrélation avec la protection de 1’hdte est
rarement flagrante. En effet, de nombreux facteurs entrainent 1’élimination du parasite et la
quantification de la participation des éosinophiles reste difficile. L’infestation de moutons
avec Telodorsagia circumcincta induit une augmentation de 1’€osinopoiese et de
I’¢osinophilie sanguine, mais aucune corrélation avec les charges parasitaires n’est mise en
évidence dans ce modele [163]. L’analyse du rapport entre 1’éosinophilie tissulaire et
I’évolution du parasite n’est pas plus facile. Lors de D’infestation de veaux de buffle
domestique par Toxocara vitulorum, D’infiltration de D’intestin gréle concerne la lamina
propria et commence des le début de I’infestation. Elle présente un pic en méme temps que le
pic de I’infestation puis diminue lentement lors du rejet et ne revient & un niveau normal
qu’une fois le rejet terminé. Cependant, bien que les auteurs de cette étude concluent que
I’exposition au parasite induit une éosinophilie, ils ne font que suggérer que les €¢osinophiles
aient un réle important dans le mécanisme de rejet du ver [310]

En revanche, dans le cas des réinfestations, la présence des éosinophiles semble
fréquemment contribuer a la diminution de la charge parasitaire. Ainsi chez le rat, lors
d’infestations répétées avec Strongyloides venezuelensis, nématode gastro-intestinal avec
migration pulmonaire obligatoire, la migration pulmonaire induit un processus local
d’inflammation éosinophilique péribronchique et seules quelques larves atteignent les
poumons a J2. Le nombre d’adultes intestinaux, bien que plus élevé a J5, diminue plus vite
que dans les infestations primaires et le taux de fécondité (nombre d’ceufs dans les feces) est
plus faible. Dans la moelle, les concentrations en leucocytes totaux et en €osinophiles sont
plus élevées que chez les rats infestés une seule fois et 1’éosinophilie est 10 fois supérieure a
celle des rats non infestés [398]. L’¢osinophilie sanguine augmente lorsque les larves arrivent
dans les poumons. Elle est deux fois plus ¢€levée lors d’une réinfestation que dans les
infestations primaires et elle dure plus longtemps [21]. Finalement, les données de ces études
montrent qu’il existe une immunité acquise chez les rats infestés par S. venezuelensis et que
I’augmentation de 1’éosinophilie coincide avec la diminution de la charge parasitaire (liée aux

dommages aux organes reproducteurs des vers) [21].

Dans les infestations primaires, il y a parfois des réactions granulomateuses, comme
dans les toxocaroses [101]. Lors d’infestation orale d’agneaux avec des ceufs de 7. canis, une

infiltration éosinophilique massive de la sous-muqueuse de ’intestin gréle a lieu des J1 et
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partir de J14 il existe des 1ésions hépatiques qui sont des granulomes €osinophiliques, certains
contenant des larves piégées [7].

Cependant, le granulome est plutdt caractéristique des réinfestations. Une conséquence
de la participation des €osinophiles a I’'immunité acquise humorale et cellulaire est la
précocité de leur présence en cas de réinfestation. Lors de trichostrongylose induite par
Nippostrongylus brasiliensis chez la souris, des larves peuvent étre piégées dans les poumons
entourées d’un infiltrat riche en éosinophiles uniquement lors des réinfestations [86, 98]. Cela
s’explique certainement en partie par le fait que chez ce parasite le cycle est court: les
¢osinophiles ne sont présents en assez grande quantité et assez tot dans le cycle parasitaire que
lors des réinfestations.

Ce piégeage des larves dans un granulome est classiquement rencontré dans plusieurs
parasitoses mais la corrélation avec la diminution de la charge parasitaire n’est pas prouvée.
Le cas des schistosomiases est tres étudié et illustre bien la problématique : chez les souris,
I’exposition a des cercaires de Schistosoma mansoni entraine la formation de granulomes dont
les éosinophiles représentent alors environ 40% et en parallele 1’€osinophilie sanguine est 4
fois plus élevée que la normale. Mais 1’absence d’éosinophiles dans la moelle et dans le sang
(grace a des Ac anti IL-5), bien qu’elle induise 1’absence des éosinophiles du granulome, n’a

pas d’incidence sur la taille de ce dernier et ne modifie pas la protection de 1’hote [392].
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Le recrutement des éosinophiles via I'lL-5|

La création de souris knock-out pour le géne de I'lL-5 (IL-5 KO), chez
lesquelles le géne de IL-5 a été délété ou rendu inactif au niveau de toutes les
cellules, et de souris transgéniques pour le géne de I'IlL-5 (IL-5 Tr), chez
lesquelles la surproduction de IL-5 est induite, a permis de mener de
nombreuses études sur le réle de I'lL-5 dans le recrutement des éosinophiles
lors de parasitoses. Un important facteur de variabilit¢é de la protection
associée a l'éosinophilie est le statut immunitaire de I'h6éte. En effet, la
protection lors d’une premiére rencontre avec un parasite reléve de I'immunité
innée alors que les défenses en cas de rencontre d’un parasite connu implique

I'immunité acquise de I’héte.

Chez les Nématodes

L’IL-5 et Pimmunité innée

Chez certains Nématodes, dans le cas de I'immunité innée, la concentration de I’IL-5
n’est corrélée ni a la survie, ni a la croissance, ni a la fécondité du ver. Ainsi, chez des souris
infestées par Trichuris muris, considérées comme un modele assez représentatif de
I’infestation humaine par Trichuris trichiura, 1’absence de IL-5, et de 1’€osinophilie induite,
ne modifie pas la résistance des souris [35]. L’infestation avec une autre espece de
Trichuridés, Trichinella spiralis, conduit a une conclusion similaire : lors d’infestation
primaire chez la souris, il y a pic d’éosinophilie a 3 semaines dans le sang et la moelle, ce qui
n’est pas le cas chez des souris traitées avec un Acm anti IL-5. Cependant, le nombre de
larves musculaires recueillies a 3-4 semaines post infestation est le méme dans les deux
groupes [178]. De méme, chez les souris IL-5 Tr en comparaison avec des souris sauvages, le
nombre de larves musculaires et d’adultes intestinaux recueillis sont les mémes et ni la
fécondité¢ des femelles ni I’infectivité des larves nouveau-nées n’est modifiée [181]. Par
ailleurs, dans une autre étude avec des souris IL-5 déficientes, le nombre de larves
musculaires est le méme que chez les souris sauvages, seul le délai d’expulsion semble un peu
plus long chez les souris IL-5 déficientes [445]. Il semble donc que lors d’infestation primaire
par des Trichuridés, I’IL-5 n’a pas ou peu de role dans la protection.

La réponse innée ne semble pas non plus dépendre de I’IL-5 dans I’infestation par une

autre famille de Nématodes, celle des Ascarides, dont un représentant est Toxocara canis.
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Chez les souris IL-5 Tr infestées par 7. canis, la concentration des éosinophiles sanguins est
¢levée avant I’infestation, diminue vers J4 puis augmente jusqu’a atteindre son niveau initial a
J14 et la concentration en IL-5 subit les mémes variations. Parallelement, d’une part
I’€osinophilie pulmonaire est plus marquée a J4 uniquement chez les transgéniques et d’autre
part le nombre de larves recueillies est maximal a J4 dans les deux groupes de souris [415].
Une autre étude avec des souris sauvages et IL-5 Tr confirme ces résultats : les souches
transgéniques utilisées présentent des €osinophilies basses ou élevées, et chez toutes les souris
les vers recueillis sont identiques en nombre, taille et fécondité a ceux recueillis chez les
sauvages [98].

L’étude de souris IL-5 déficientes et normales infestées avec des oeufs de 7. canis confirme
que I’IL-5 induit une éosinophilie sanguine et tissulaire chez I’hdte mais le nombre et la
localisation des larves ne sont pas modifiés en 1’absence de 1I’IL-5 et/ou des €osinophiles. Au
contraire, les dommages pulmonaires chez les déficientes sont méme moins étendus que chez
les sauvages ce qui suggere que les éosinophiles auraient une part de responsabilité dans la

pathologie observée chez les souris infestées [423].

Au contraire des especes que nous venons de citer, le controle de I’infestation avec
plusieurs espeéces de nématodes, qui ont la particularité d’appartenir toutes a la classe des
Secernentea est parfois trés dépendant de 1’TL-5.

Les souris IL-5 Tr infestées avec des L3 de Nippostrongylus brasiliensis, un
Trichostrongle, sont trés résistantes comparées aux souris sauvages, la plupart des larves
n’arrivant méme pas dans les poumons. Les €osinophiles sont les constituants majoritaires de
I’infiltrat cellulaire au site sous-cutané de I’injection, et chez les souris normales, I’infiltrat est
bien moins important. Il semble que les éosinophiles peuvent restreindre le mouvement des
larves de N. brasiliensis dans les premicres heures de I’infestation primaire puisque 75% a
95% des larves sont retenues au moins 24h au site d’injection, alors que chez les sauvages
seulement 20% sont recueillies et beaucoup de larves atteignent les poumons en 48h. En
outre, I’expulsion finale n’est pas affectée mais les parasites sont moins nombreux, moins
féconds et plus petits [86]. De plus, le transfert d’€osinophiles issus d’une souris I[L-5 Tr a une
souris normale entraine une augmentation de la protection en réduisant le nombre de larves
pulmonaires [394]. Bien qu’on ne puisse pas exclure d’autres mécanismes liés a 1I’'IL-5
favorisant la protection de 1’hdte, il semble que les €osinophiles sont responsables de la
résistance accrue observée chez les souris IL-5 transgéniques.

L’infestation avec le Metastrongyloidea Angiostrongylus cantonensis résulte en une

méningite €osinophilique. L’administration d’Ac anti IL-5 a des souris infestées induit la
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diminution du nombre des €osinophiles périphériques, ou du LCR (liquide céphalo-rachidien)
et au sein de la moelle osseuse. En paralléle, le nombre de vers intracraniens augmente chez
les souris traitées avec 1’Ac, alors que chez les souris normales, les vers sont presque
totalement ¢éliminés a J32 [378]. De méme, chez des souris IL-5Ra KO, le nombre de vers
recueillis augmente et I’infestation n’est pas accompagnée d’une augmentation des
¢osinophiles dans le LCR, certainement en raison d’un défaut d’éosinopoiese [474]. A
I’inverse, chez les souris C3H/HeN IL-5 Tr, le nombre des éosinophiles augmente dans la
moelle, le sang et le LCR alors que le nombre de vers décroit. De plus, les souris femelles
présentent un retard de croissance et, dans le cerveau, les éosinophiles infiltrés dégranulent
[417]. Ce parasite, A. cantonensis, induit donc la production de I’'IL-5, responsable de la
survie et de 1’activation des €osinophiles du LCR, et les €osinophiles sont des cellules
effectrices impliquées dans la destruction des parasites intracraniens [416, 417].

Les souris IL-5 déficientes infestées avec le Rhabditidé Strongyloides ratti libérent
deux a quatre fois plus d’ceufs et de larves que les souris sauvages et les adultes recueillis,
plus féconds, sont 60% plus nombreux. Parallelement, aucune augmentation du nombre des
¢osinophiles n’est décelée ni dans la cavité péritonéale, ni dans la moelle, ni dans I’intestin
gréle [322]. Des résultats similaires sont obtenus avec une autre espece, S. stercoralis,
infestant des souris IL-5 Tr ou déficientes en comparaison a des souris sauvages. La survie
des larves est diminuée chez les transgéniques alors qu’elle est augmentée chez les déficientes
et la charge parasitaire est moins importante chez les transgéniques. De plus, la résistance
chez ces dernieres est associée a une infiltration éosinophilique [177]. Enfin, il en va de méme
lors d’infestation avec S. venezuelensis, puisque chez les souris IL-5 Tr la plupart des larves
infestantes sous-cutanées sont ¢éliminées pendant la migration et seuls quelques adultes
gagnent I’intestin. De plus, méme lors d’implantation directe d’adulte dans I’intestin de souris
IL-5 transgéniques, moins d’ceufs et moins d’adultes sont dénombrés dans les féces, méme si
le temps d’expulsion total reste le méme. L’IL-5 a donc un rdle protecteur dans les
infestations primaires avec Strongyloides spp., en corrélation avec 1’€osinophilie sanguine et
tissulaire qu’elle induit. Les éosinophiles présents auraient peut €tre aussi un rdle dans la
destruction des strongles adultes [122].

L’infestation de souris avec des L3 de O.volvulus conduit a des résultats un peu
différents. Aucune différence dans la survie du parasite chez les souris IL-5 KO et chez les
souris normales n’est observée, alors que chez les IL-5 Tr, la survie du parasite est diminuée
des J7 et les larves induisent le recrutement d'un grand nombre d'éosinophiles. Il est donc
possible que, contrairement au cas de Strongyloides stercoralis cité précédemment dont la

survie est augmentée chez des souris IL-5 KO en comparaison avec des souris sauvages, les
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¢osinophiles ne soient tout simplement pas assez nombreux pour éliminer les larves d’O.
volvulus. Cela pourrait d’ailleurs expliquer en partie la longue survie de ces parasites chez
leurs hotes [2]. Le cas des filarioses induites chez les souris avec Litomosoides sigmodontis
sera développé ultérieurement, en particulier en raison de la variabilité des résultats en

fonction des souches murines utilisées.

L’IL-5 et Pimmunité acquise

Comme nous venons de le voir, les mécanismes de protection lors des infestations
primaires par des Nématodes n’impliquent pas toujours I’action de 1’IL-5 ou des éosinophiles.
Dans le cas des infestations secondaires, I’immunité mise en jeu est I’immunité acquise et la
contribution de I’'IL-5 dans le recrutement des éosinophiles est, comme pour I’immunité

primaire, trés variable selon les parasites.

Lors de l’infestation avec Trichinella spiralis de souris immunisées avec un Ag
somatique du ver, aucune différence significative dans le recueillement des larves musculaires
ou des adultes dans I’intestin gréle, dans la fécondité des femelles adultes, et dans 1’infectivité
des larves nouveau-nées n’a été observée entre les souris sauvages et transgéniques pour IL-5
[181]. Chez des souris sauvages infestées deux fois a 28 jours d’intervalle, le pic
d’¢éosinophilie est plus précoce lors de la deuxiéme infestation (3 semaines vs. 2 semaines) et,
si les souris sont traitées avec un Acm anti IL-5, I’éosinophilie reste a un niveau similaire a
celui des souris non infestées. Cependant, dans les deux groupes, la résistance, mesurée par le
nombre de larves musculaires a J56, est la méme [178]. Ainsi, I’absence des €¢osinophiles n’a
pas affecté la résistance de 1’hdte pas plus que 1’€osinophilie marquée chez les souris IL-5
transgéniques n’arrive a empécher I’infestation avec Trichinella spiralis. Ces résultats chez
des souris transgéniques ou traitées par un Acm anti IL-5 suggerent que les éosinophiles ne
sont pas essentiels a I’immunité acquise, résultats similaires a ceux obtenus pour les
infestations primaires avec les mémes parasites.

Des groupes de souris infestées a JO et J28 par des larves de Toxocara canis puis
traitées ou non avec un Acm anti IL-5 sont sacrifiées a J42. La concentration des €osinophiles
circulants chez les souris traitées est extrémement réduite en comparaison avec celui des
souris contrdles et I’infiltration €osinophilique hépatique qui constitue le granulome chez les
souris sauvages a disparu chez les souris traitées par I’Ac. Cependant, le nombre de larves
recueillies est identique dans les différents groupes [329]. De méme, il n’y a pas de différence

du nombre de larves recueillies a J21 chez des souris IL-5 transgéniques et sauvages
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C3H/HeN, toutes vaccinées avec un Ag d’Excétion-Sécrétion de larves de 7. canis. Comme
nous 1’avons déja vu dans les infestations primaires, la présence de I’IL-5 et des éosinophiles
n’est donc pas essentielle au piégeage des larves dans le foie lors de toxocarose. En outre,
puisqu’il y a une différence entre les nombres de larves recueillies chez les souris vaccinées et
non-vaccinées, qu’elles soient transgéniques ou normales, les éosinophiles ne sont
probablement pas les cellules immunocompétentes qui ont un réle dans la protection contre

une infestation par 7. canis [415].

Dans les infestations secondaires avec Strongyloides stercoralis, I’'IL-5 semble jouer
un role puisque I’'utilisation d’Acm anti IL-5 chez des souris BALB/cByJ immunisées
empéche la destruction des larves [364]. Chez ces mémes souris, la concentration des
¢osinophiles est augmentée et les larves ne sont tuées que s’il y a un contact entre les cellules
et le parasite [3]. Il semble donc que dans ce modele I'IL-5 induit le recrutement des
¢osinophiles qui assurent 1’éradication des larves. D’autre part, I’immunisation de souris IL-5
KO n’entraine pas le développement d’une immunité protectrice comme c’est le cas chez les
C57BL/6 sauvages. Chez les souris IL-5 KO, I’immunité protectrice peut étre reconstituée si
on fournit des €éosinophiles pendant I’immunisation. Ces éosinophiles ont une durée de vie
courte en raison de I’absence de I'IL-5, durée qui correspond a la phase d’induction de
I’immunité mais pas a la phase effectrice. Ainsi, il est probable que I’'IL-5 soit nécessaire a
I’immunité protectrice pour sa capacité a induire la production d’éosinophiles [177].
Cependant, lors d’une infestation avec S. ratti, en dépit de la similitude des parasites, les
souris C57BL/6 IL-5 déficientes et normales résistent de fagon identique a une deuxiéme
infestation, peut étre en raison de la différence de souches de souris [322].

Enfin, dans le cas des filarioses, chez des souris BALB/cBY]J, vaccinées contre les L3
de Onchocerca volvulus par des L3 irradiées, la protection est augmentée ; les éosinophiles et
I’IL-5 de méme que la destruction des larves sont synchrones. L’utilisation d’Ac anti IL-5
diminue les effets protecteurs de la vaccination contre les larves [229] et 1’élimination des
¢osinophiles entraine 1’abolition de la protection [2]. De méme, avec O. lienalis, les Ac anti
IL-5 diminuent la résistance a la réinfestation [136]. L’IL-5 semble donc participer a
I’établissement de I’immunit¢ dans 1’onchocercose en induisant le recrutement des

¢osinophiles.

Comme [l’illustre le tableau 8, le réle de I’'IL-5 varie avec de nombreux parameétres.
Malgré le role avéré de I'IL-5 dans la stimulation des €osinophiles, certaines expériences

montrent parfois une absence de corrélation entre la cytokine et le leucocyte : I’IL-5 peut ne
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Tableau 8 : Tableau récapitulatif des effets de I'lL-5 sur I'héte et le parasite chez des souris
IL-5 KO (souris knock-out pour le gene de I'lL-5), IL-5Tr (souris transgéniques pour le géne
de I'lL-5), traitées par un AC anti IL-5 (anticorps anti IL-5) en comparaison avec des souris
sauvages au cours des différents modéles d’infestation primaire et secondaire.

Parasite

Infestation primaire

Infestation secondaire

Trichuris muris

AC anti IL-5 : Pas de modification de la résistance
de I’hote.

AC anti IL-5 : pas de pic du nombre d’€osinophiles
(sang, moelle osseuse) a 3 semaines, le nombre de
larves a 4 semaines est identique.

AC anti IL-5 : Pas de
modification de la résistance

Trichinella IL-5 KO : nombre de larves identique, délai A
spiralis d’expulsion plus long. ¢e Thote. . .
, . i IL-5 Tr : Pas de modification
IL-5 Tr : nombre de larves et d’adultes identique, de la résistance de ’hote
pas de modification de la fécondité des femelles ni '
de I’infectivité des larves.
IL-5 KO : Pas de modification du nombre et de la
localisation des larves, moins de dommages AC anti [L-5 : Diminution
pulmonaires pour 1’héte. des ¢osinophiles circulants,
Toxocara IL-5 Tr : IL-5 et nombre d’¢osinophiles augmentent | pas de granulome, nombre de
canis avant infestation et retournent a leur niveau initial a J | larves identique.
14, augmentation des €osinophiles pulmonaires a ] | IL-5 Tr : Nombre de larves
4, nombre de larves maximal a J4 (Tr et sauvages) identique.
(pas d’incidence sur les vers).
IL-5 Tr : Augmentation de la résistance ; 75 a 95 %
Nippostrongylus | des larves retenues au site d’infestation a 24h.
brasiliensis Parasites moins nombreux, moins féconds et
diminution de leur taille.
AC anti [L-5 : Diminution du nombre d’€osinophiles
(sang, LCR, moelle osseuse), nombre des vers
intracraniens augmenté.
Angiostrongylus IL5Ra KO :.nornbre de.vers gugmenté, pas
. d’augmentation des éosinophiles (LCR).
cantonensis . e .
IL-5 Tr: Augmentation du nombre d’¢osinophiles
(sang, LCR, moelle osseuse)
Nombre de vers diminué et réduction de leur
croissance.
Strongyloides {L—S KO,: Augmentation c}u norpl?re d ceufs, de IL-5 KO : Résistance
atti arves, d e,lcriulyes et Fle la fécondité mais pas du i dentique dentique.
nombre d’éosinophiles.
AC anti IL-5 : Augmentation
IL-5 KO : Augmentation de la survie des larves. du nombre d’éosinophiles et
Strongyloides IL-5 Tr : Diminution de la survie des larves, de la survie des larves.
stercoralis diminution de la charge parasitaire et Augmentation |IL-5 KO : L’immunisation
du nombre d’éosinophiles. n’induit pas d’immunité
protectrice.
Strongyloides IL-5 Tr : Elimination des larves infectantes sous-
venezuelensis | cutanées.
Onchocerca IL-5KO: Meme Survie du parasite. . AC anti I[L-5 : Diminution de
IL-5 Tr : Diminution de la survie du parasite et . .
volvulus . ar : la protection vaccinale.
augmentation du nombre d’€osinophiles.
Onchocerca AC anti [L-5 : Diminution de
lienalis la résistance a la réinfection.
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pas avoir de rdle dans la protection alors que les éosinophiles sont présents et, inversement,
I’IL-5 peut parfois avoir un role autre que son action sur les éosinophiles.

Au-dela du probleme des biais induits par les différences de souches chez les souris
que nous développerons ultérieurement, il ne faut pas perdre de vue que les études menées
chez les souris IL-5 déficientes ne reflétent pas les situations naturelles. Elles ne permettent
pas de définir le réle exact des éosinophiles lors des infestations, mais plutdt mettent en
¢vidence 1’existence d’autres mécanismes en leur absence. Quant aux études avec les souris
IL-5 transgéniques, elles fournissent peut-étre un début d’explication aux différences de
réactions chez les patients allergiques ou co-infestés et les patients sains puisqu’elles
correspondent a une éosinophilie préexistante.

Finalement, la diversité des réponses en fonction des couples parasite/hdte est assez
peu surprenante, étant donné que chaque parasite a évolué et développé des stratégies de
survie disparates, impliquant ou non I’évitement de la destruction par les éosinophiles. De
plus, ils ont des localisations et des schémas migratoires assez différents, ce qui peut
certainement influencer leur susceptibilité a un mécanisme immun inné ou acquis. Il semble
donc que les conclusions dans un modele ne doivent pas étre trop rapidement appliquées a un

autre.

Modéle murin : influence de la génétique de I’hote

Environ 120 millions de personnes sont atteintes de filariose lymphatique ou
d’onchocercose (cécité des riviéres) et au moins un milliard d'autres sont exposées au risque
de les contracter, c'est-a-dire un sixieme de la population mondiale. Ces parasitoses
chroniques causées principalement par les filaires Wuchereria bancrofti, Brugia malayi et
Brugia timori peuvent étre tres invalidantes du fait des parasites adultes (éléphantiasis) ou des
microfilaires qu’ils libérent (cécité des rivicres). Cette famille de parasites suscite donc
beaucoup d’intérét et ’utilisation de I’infestation par Litomosoides sigmodontis chez la souris,
son HD, a ouvert de nouvelles perspectives dans I’étude des processus immunologiques
déterminant 1’établissement ou le rejet du parasite lors de filariose. En effet, les souris
BALB/c sont immunocompétentes et susceptibles (elles développent une infestation patente,
c’est-a-dire que les L3 muent jusqu’au stade adulte qui produit des microfilaires a partir de
J60, début de la phase patente), alors que les souris C57BL/6 sont trés résistantes a
I’infestation et ne présentent jamais d’infestation patente (il n’y a qu’une mue de la larve et
les filaires sont enkystées par 1’hote avant J40, donc avant la production de microfilaires). De

nombreuses autres souches peuvent €tre utilisées, par exemple les souris CBA/Ca, chez
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Tableau 9 : Modéle murin : effet du statut génique des souris lors d’infestation par Litomosoides sigmodontis.

Effets chez I’hote

Conséquences pour le parasite

Augmentation des IL-4 et IL-5

- Pas de microfilaires
- Adultes et larves petits

sauvages - Retard de mue en L4
vaccinées | Protection compléte - Pas d’adultes
C57BL6 — - —
résistantes N - Pas de modification du développement parasitaire par rapport aux
IL-5 KO ' sauvages
vaccinées | Pas de protection ?
IL-4 KO ? - Diminution de la protection : accomplissement de la phase patente
Pas d’augmentation des IL-4 et |- Phase patente
IL-5 - Microfilaires a partir de J60
sauvages . - Augmentation IL-5 - Diminution de 50% du nombre d’adultes
vaccinées |- Augmentation du nombre - Microfilarémie non modifiée
BALBI/c d’éosinophiles
sensibles Réduction des nodules - Augmentation du nombre d’adultes
IL-5 KO . . - Microfilarémie augmentée et plus longue
inflammatoires ; .
- Augmentation de la survie des adultes
IL-4 KO o - Augmentation du nombre d’adultes
' - Microfilarémie augmentée et plus longue
Sauvages ? - Pas de microfilaires
CBA/Ca - Augmentation de la croissance des larves a J10
IL-5 Tr ? - Diminution nombre de larves a J30

- Diminution de la survie du parasite (nombre d’adultes diminué)
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lesquelles les larves deviennent adultes mais sans que les souris ne soient microfilarémiques,
bien qu’il y ait des microfilaires dans I’utérus des femelles (Tableau 9) [17, 267].

Lorsqu’on compare pendant le premier mois les quantités de larves qui se développent chez
les souches sensibles et résistantes, elles sont trés similaires. Il en va différemment pour les
parametres de croissance : chez les souris C57BL/6 résistantes, la taille des adultes et des
larves est plus petite et il y a un retard de mue en L4. La proportion de larves qui se
développent n’est donc pas influencée par la génétique de hote, c’est la qualité¢ du
développement qui est modifiée. Par contre, la réponse immune est trés différente entre ces
deux souches : bien qu’a J30 la population leucocytaire chez les C57BL/6 résistantes soit
similaire a celle observée chez les BALB/c, les concentrations des cytokines telles que 1L-4 et
IL-5 sont plus élevées dans 1’exsudat pleural et dans le sérum. L’augmentation de la quantité
des cellules de I’exsudat pleural entre J10 et J30 post-infestation chez les souris C57BL/6, qui
n’a pas lieu chez les souris BALB/c, pourrait étre une explication suffisante aux
concentrations de cytokines élevées in vivo [17]. Lors d’infestation primaire avec
Litomosoides sigmodontis, chez les souris sensibles CBA/Ca IL-5 transgéniques, il y a une
diminution de la survie des parasites. Le nombre d’adultes a 2 mois post-infestation est
diminué bien qu’a J10 il y ait eu une accélération de la croissance des larves. La réduction a
lieu entre J10 et J30 puisque a J10 il y a autant de larves chez les sauvages et les
transgéniques et qu’a J30 il y a 41 % de larves en moins chez les transgéniques. Il n’est pas
exclu que I’IL-5 soit responsable de I’augmentation de la croissance des larves a J10 [267].

Chez les souris résistantes C57BL/6 et lors d’infestation primaire, la déficience en IL-
5 ne modifie ni le développement ni la survie du parasite a J10, J20 et J40 par rapport aux
sauvages [227], mais une déficience en IL-4 diminue la protection en entralnant
I’accomplissement de la phase patente [230]. Chez les souris BALB/c déficientes en IL-4 ou
IL-5 en comparaison aux sauvages, davantage de larves atteignent le stade adulte et la
microfilarémie est augmentée et est plus longue, et nécessite la présence d’un adulte et d’un
cycle complet. Cependant, I’augmentation de la survie des adultes et la réduction des nodules
inflammatoires les entourant n’a lieu que chez les IL-5 KO [450, 451]. Ainsi, chez les souris
sensibles BALB/c, les IL-4 et IL-5 agissent sur des stades différents du parasite.

L’IL-4, chez les souris BALB/c comme chez les C57BL/6, semble étre nécessaire au
controle de la microfilarémie plutot par une voie indirecte impliquant le parasite adulte. Par
contre, la déficience en IL-5 permet le développement d’un nombre plus important de larves
chez les souris BALB/c. Ainsi, un rdle effecteur des €osinophiles dans la destruction de ver
pendant l'infestation primaire semble étre mieux établi chez les souris BALB/c que chez les

souris C57BL/6. En fait, il semblerait que la balance entre les réponses de type Thl et Th2

166



soit différente entre ces deux lignées. Chez des souris BALB/c et des souris C57BL/6 IL-4
KO qui présentent la méme parasitémie lors d’infestation, la comparaison des concentrations
de cytokines et d’Ac apporte un éclairage notable : chez I’hote BALB/c permissif le parasite
se développe malgré une réponse de type Th2, alors que chez les C57BL/6 la résistance est
Th2 dépendante [230] et la réponse immune est de type mixte Thl et Th2.

L’infestation de souris C57BL/6, vaccinées trois fois avec des larves irradiées de
Litomosoides sigmodontis entraine une protection compléte puisque aucun parasite n’est
trouvé, ce qui n’est pas le cas en 1’absence de vaccination. Par contre, malgré un profil d’Ac
identique a celui des sauvages, les souris déficientes en IL-5 sont incapables de générer une
réponse protectrice. Les €osinophiles semblent donc étre une clé dans la résistance au parasite,
puisqu’une incapacité¢ génétique a recruter les ¢éosinophiles peut rendre les souris
normalement résistantes C57BL/6 plus susceptibles a I’infestation [227]. Le méme type de
protocole de vaccination chez des souris BALB/c normales entraine une diminution de la
charge en adultes de 50% mais le schéma migratoire et la microfilarémie ne sont pas affectés.
Il y a une augmentation de I’IL-5 et du nombre d’€osinophiles, en particulier dans les tissus
sous-cutanés, ce qui permet la destruction rapide et précoce, durant les deux premiers jours,
des larves L3 entrantes [232].

Finalement, il semble que dans le cas des filaires, I’[L-5, par son action sur les
¢osinophiles, joue un rodle protecteur plus important lors d’infestation secondaire que lors

d’une primo-infestation.

Chez les Trématodes et les Cestodes

La comparaison des réponses a I’infestation primaire par les Cestodes Mesocestoides
corti et Hymenolepis diminuta et le trématode Fasciola hepatica chez des souris sauvages et
déficientes en IL-5 montre que les réponses immunes dépendant de I’IL-5 n’ont pas de role
majeur dans la défense de I’hdte [321]. En fait, il est possible que I’IL-5 n’ait pas un rdle de
recrutement des €osinophiles comme cela a été longtemps supposé et que les €osinophiles ne
soient pas des cellules importantes pour la protection contre ces helminthes. En effet, lors
d’infestation avec le cestode Taenia crassiceps, les souris déficientes en MIF augmentent leur
capacité a recruter des €osinophiles mais présentent des charges parasitaires plus élevées que
les souris sauvages. Les éosinophiles ne semblent donc pas jouer un rdle de destruction contre
ce parasite. Par ailleurs, leur recrutement parait étre indépendant de I’IL-5 puisque la

concentration de I’IL-5 mesurée est identique chez les souris déficientes et sauvages ; cela
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suggere que d'autres facteurs, tels que I'éotaxine, pourraient étre impliqués dans ce
phénomeéne [358].

Dans le cas des schistosomiases, 1’¢osinophilie dépend de I’IL-5 [68, 369] et chez des
souris vaccinées avec des cercaires irradiées puis infestées avec des cercaires de Schistosoma
mansoni, I’administration d’Ac anti IL-5 entraine la suppression des éosinophilies tissulaire et
sanguine. Cependant, la protection contre le parasite reste la méme que chez les souris
controles. Ainsi, les €osinophiles ne semblent pas avoir de rdle protecteur dans la vaccination
[391].

Par ailleurs, chez des souris IL-5 transgéniques infestées avec des cercaires de S.
mansoni, le nombre de larves hépatiques est augmenté en comparaison avec la quantité
récupérée chez les souris sauvages [97, 99]. Lorsque ces mémes souris sont immunisées avec
des cercaires irradiées, JO €tant la derniére immunisation, puis réinfestées a J30, les souris
transgéniques ont un nombre plus élevé de larves hépatiques que les sauvages a J60, malgré
des €osinophiles ayant une ultra-structure normale et étant fonctionnels. Comme nous 1’avons
vu précédemment, certains parasites semblent avoir développé une stratégie qui les rend
résistants a 1’action des €osinophiles. Pour Schistosoma mansoni, les études portant sur 1’TL-5
montrent que la charge parasitaire n’est pas affectée (elle serait méme augmentée), par une
modification du niveau d’expression de I’'IL-5. Il se pourrait donc qu’une ¢éosinophilie
chronique ou une surexpression de I’IL-5 soit préjudiciable a la résistance de 1’hote dans ce

cas [99].
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Autres interleukines chez les Nématodes

Comme nous l'avons vu dans la premiére partie, plusieurs autres
interleukines peuvent avoir un réle dans le recrutement des éosinophiles.
Nous nous attacherons ici aux rboles des interleukines de type Th2, et en
particulier a I'lL-4 et I'lL-13, dans les trichostrongyloses et les filarioses pour
lesquelles la présence des éosinophiles induite par I'IlL-5 semble avoir un réle

protecteur.

Lors d’infestation de souris BALB/c IL-4 KO par Litomosoides sigmodontis, on
observe une diminution de 1’éosinophilie sanguine et de I’accumulation d’éosinophiles dans la
cavité thoracique et une augmentation de la quantité de microfilaires dans ces deux milieux
(x100 et x20) [451]. Chez des souris de méme lignée mais infestées par Brugia malayi, la
charge parasitaire augmente également [18] mais plus modérément que dans le modéle
d’infestation par Litomosoides sigmodontis. Cette différence est liée a la différence de
permissivité entre Brugia (semi-permissif) et Litomosoides (permissif), c’est-a-dire a leur
capacité a accomplir leur cycle chez leur héte. Chez des souris C57BL/6 IL-4 KO infestées
par Brugia malayi ou B. pahangi, bien qu’il y ait aussi une augmentation de la survie des vers
et une diminution du recrutement des éosinophiles, les quantités de microfilaires recueillies ne
sont pas différentes. Chez les souris BALB/c I’élimination aurait lieu plus tard que chez les
C57BL/6, surtout lors d’un déficit en IL-4, entrainant I’accomplissement de la phase patente
chez les BALB/c IL-4 KO mais pas chez les C57BL/6 IL-4 KO [407]. Il semble donc que
I’IL-4 joue un role dans la diminution de la charge de microfilaire en partie via son action sur
les €osinophiles [451]. L’infestation par Brugia de souris BALB/c déficientes en IL-4, ou
pour le récepteur de IL-4 (IL-4R) ou pour STAT-6 a permis de montrer que 1’IL-4 exerce ses
effets en activant STAT-6. De plus, chez ces trois groupes, le défaut de recrutement des
¢osinophiles a lieu au méme moment que l’augmentation du nombre de vers vivants
recueillis. 1 est donc probable que, chez les souris qui ont un défaut de signalement de 1’1L-4,
I’un des facteurs contribuant a la diminution des capacités d’élimination du ver est
I’incapacité a recruter les €éosinophiles au site d’infestation [407].

L’IL-4 est un inducteur important de 1’orientation de la différenciation des cellules T

en cellules Th2 qui a leur tour sont source d’IL-4 ; mais en 1’absence de cellules T comme
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source d’IL-4, d’autres cellules, dont les €éosinophiles, peuvent produire cette interleukine.
Chez les souris déficientes en cellules T, I’¢limination du ver est grandement diminuée, ce qui
montre que les cellules T sont nécessaires a la résistance. Cependant, méme si on fournit des
cellules T issues de souris IL-4 KO ou IL-4R KO, la résistance est restaurée. Ainsi les cellules
T sont nécessaires a l’accumulation des éosinophiles mais indépendamment de leur
production d’IL-4 ou de leur réponse a I'IL-4. Puisque les souris déficientes en IL-4R
présentent aussi un défaut de recrutement des éosinophiles, les auteurs de cette étude
proposent plusieurs mécanismes pour expliquer le role de I’IL-4 auprés des éosinophiles :
I’IL-4 en se liant au IL-4R des éosinophiles induit leur chimiotactisme, ou bien I’IL-4 se fixe
sur 'IL-4R d’une autre cellule qui a son tour produirait des chémoattractants pour les
¢osinophiles [134] ou encore I’IL-4 est reconnue le IL-4R des cellules endothéliales, ce qui
favorise la transmigration des €osinophiles [83, 408].

Chez les souris déficientes en IL-4 infestées par Nippostrongylus
brasiliensis, I'expulsion des vers est sensiblement identique a celle des
sauvages alors que chez les souris déficientes en IL-13, leur expulsion est trés
retardée. En outre, leur élimination est encore plus différée chez les souris
doublement déficientes en IL-4 et IL-13. L'IL-13 semble donc avoir un roéle
principal et I'lL-4 un role additionnel. Chez les souris doublement déficientes,
la production d’IL-5 et I’éosinophilie sont augmentées au moins autant que
chez les sauvages mais de facon retardée. Il existe donc une voie
indépendante de I'lL-4 et de I'lL-13 qui assure l’expression de I'lL-5 et
I’éosinophilie et qui permet le développement d’une réponse de type Th2 [259].

Un nouveau lien entre I’IL-4, les €osinophiles et les cellules T a été récemment
proposé. En I’absence de LB et LT, donc en 1’absence de systéeme immun adaptatif, chez des
souris infestées par Nippostrongylus brasiliensis, des cellules IL4+ mais ni de type B ni de
type T sont recrutées dans les poumons avec la méme cinétique que chez les souris sauvages.
Ces cellules IL4+ recrutées néanmoins en faible quantité sont des éosinophiles sécrétant 1’IL-
4 mais incapables de dégranuler. Si on apporte des LT CD4, que le groupe donneur soit
normal ou déficient en IL-4, en IL-4 et IL-13 ou en STAT-6 (qui est phosphorylé en réponse a
des cytokines ou a des facteurs de croissance, puis agit comme activateur de la transcription
apres sa translocation nucléaire) (cf supra), les €osinophiles dégranulent au site d’infestation
et créent des dommages tissulaires. Il faut cependant que ces cellules T aient été au préalable
stimulées avec un Ag adéquat. Par conséquent les cellules Th conférent une spécificité
antigénique a la toxicité de 1’éosinophile mais pas a la réponse envers les cytokines [397].

Finalement, en I’absence de I’IL-4, des mécanismes additionnels existent pour recruter des
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¢osinophiles et détruire les parasites, ce qui n’exclut pas que dans les infestations naturelles

(mécanisme similaire a celui décrit précédemment pour Nippostrongylus [397]) le signal 1L-4
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Figure 21 : Place de I'lL-4 dans des infestations parasitaires par des Nématodes
(L. sigmodontis, B. malayi, N. brasiliensis, O. volvulus) induites
expérimentalement chez la souris.
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et la production de cette cytokine par les LT soit néanmoins un composant

important de la réponse immune de I’héte.

Les souris sauvages immunisées détruisent une grande quantit¢ de larves
d’Onchocerca volvulus en paralléle avec I’augmentation des concentrations en IL-4, IL-5 et
celle des ¢osinophiles. Chez les souris déficientes en IL-4 et immunisées, la protection est
moins efficace et les €osinophiles moins présents malgré la présence de I’'IL-5. L’IL-4 semble
donc avoir un réle central et indépendant de 1’IL-5 dans I’établissement de I’immunité [193].
L’infestation humaine par O. volvulus est responsable d’une kératite qui a la particularité
d’étre biphasique, caractérisée par une majorité¢ de neutrophiles dans les 3 premiers jours puis
par un afflux d’éosinophiles. La cornée étant avasculaire, les €osinophiles présents sont
forcément recrutés a partir de la circulation sanguine. Les souris IL-4 KO ne développent pas
de pathologie cornéenne et ne présentent pas de diminution de 1’éosinophilie sanguine. L’IL-4
serait impliquée dans le passage des €osinophiles dans la cornée [334]. In vitro, I'lL-4
favorise 1’expression de la P-sélectine sur les cellules endothéliales qui favorise I’attachement
des €osinophiles. Chez des souris déficientes en P-sélectine, le recrutement des €osinophiles
est trés diminué [197]. L’injection d’Ag d’Onchocerca volvulus dans la cornée chez des
souris normales induit I’augmentation de PECAM-1, VCAM-1 et ICAM-1 dans les vaisseaux
du limbe, I’expression d’ICAM-1 présentant un plateau d’augmentation a 12h et qui dure
jusqu’a J7. Les Ac anti ICAM-1 inhibent le recrutement des éosinophiles [196]. L’injection
intrastromale d’IL-4 et d’IL-13 augmente I’expression d’ ICAM-1 sur les vaisseaux du limbe
et celle d’Ac anti IL-4 ou anti IL-13 diminue I’expression de ICAM-1 ainsi que le
recrutement des éosinophiles, I’'IL-4 étant plus efficace que 1’'IL-13. Finalement, 1I’'IL-4 et
I’'IL-13 dans une moindre mesure, sont responsables du passage des €osinophiles dans la

cornée en induisant I’expression d’ICAM-1 et de la P-sélectine [34].

De I’analyse des mod¢les parasitaires murins présentés ici (L. sigmodontis, B. malayi,
N. brasiliensis, O. volvulus), il ressort que I’[L-4, produite par des LT CD4+ stimulés ou par
des éosinophiles locaux, intervient dans le recrutement des é€osinophiles sur le site de
I’infestation en favorisant notamment leur migration tissulaire et participe également a
I’¢limination des parasites en induisant la différenciation des LT en LTh2 directement ou en

potentialisant ’action de I’'IL-13 (Figure 21).
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Chémoattractants chez les Nématodes

L’IL-5 est une interleukine qui a un réle majeur sur I’activation et la multiplication des
¢osinophiles ainsi que sur leur devenir, mais 1’adhésion des éosinophiles est aussi une étape
importante qui conditionne parfois leur présence dans les tissus. La migration induite par des
chémoattractants est aussi un facteur assurant une €osinophilie tissulaire massive. En outre,
les interleukines peuvent étre inductrices des chémoattractants, comme 1I’'IL-4 qui induit la
synthése de I’ARNm de 1’éotaxine de fagon temps et dose dépendante dans les fibroblastes du
derme, 1’éotaxine favorisant ensuite le recrutement des €osinophiles [286]. On peut supposer

que le méme type d’implication de ces différentes molécules a lieu dans les helminthiases.

L’éotaxine, chémokine dont le CCR3 est le récepteur, est un puissant
chémoattractant trés spécifique des éosinophiles. Une injection intrastromale d’1L-12,
bien qu’elle induise une diminution des cytokines de type 2 (IL-4, IL-5 et IL-13), est
aussi associée a une augmentation de chémokines actives sur les éosinophiles comme
I’éotaxine et a un afflux d’éosinophiles [335]. Avec des souris éotaxine KO, le
recrutement des éosinophiles dans la cornée de souris infestées par O. volvulus est tres
diminué mais pas completement aboli a J1 et n’est que peu modifié¢ a J8. L’éotaxine
intervient dans le développement de la kératite de I’onchocercose en assurant le
recrutement précoce des éosinophiles en coopération avec d’autres chémoattractants
[362]. Comme I’éosinophilie cornéenne n’est majoritaire qu’aprés J3, ce mécanisme est
peut-étre mineur dans la situation naturelle mais est capable de compenser la
diminution, mais pas I’absence, des IL-4 et IL-13. Le cas de I’onchocercose montre bien
que plusieurs mécanismes impliquant différentes IL peuvent avoir des roles
complémentaires afin d’assurer la présence des éosinophiles. Chez des souris
immunisées avec larves irradiées puis infestées par des larves d’Onchocerca volvulus, le
traitement avec un Acm anti CCR3 conduit & une diminution des éosinophiles dans le
site d’infestation et a une abolition de ’immunité protectrice. De plus, la survie des
parasites lors de la deuxiéme infestation chez les souris immunisées augmente
significativement par rapport a celle observée chez les souris naives qui ont recu le
méme traitement [2].

L’ankylostome Necator americanus sécrete une protéase capable de cliver
I’éotaxine ; ce parasite peut donc potentiellement empécher le recrutement des
éosinophiles mais il est difficile d’étre affirmatif en ’absence d’étude avec des Ac anti
éotaxine ou avec des souris déficientes en éotaxine [81]. Dans une récente étude de
Babayan et al. [17] sur la comparaison des réponses des souris CS7BL/6 et BALB/c lors
d’infestation primaire avec Litomosoides sigmodontis, I’analyse des exsudats pleuraux
montre que la concentration en éotaxine est plus élevée chez les souris résistantes
CS57BL/6, et les concentrations locales en IL-4, IL-5, et I’infiltration éosinophilique dans
les tissus pulmonaires sont également augmentées. L’augmentation de la cellularité de
I’exsudat pleural, plus marquée chez les souris C57BL/6, pourrait expliquer les
concentrations élevées de cytokines in vivo. Bien que les facteurs initiaux responsables de
I'accumulation intense des leucocytes chez les souris CS7BL/6 n’aient pas été identifiés,
il est possible que la mue en stade 4 soit incriminée [17]. Puisque P’activation de
I’éotaxine peut induire une éosinophilie chez des souris IL-5 déficientes [294], il n’est pas
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impossible qu’il y ait un mécanisme indépendant de I’IL-5, impliquant I’éotaxine, qui
soit responsable en partie du recrutement des éosinophiles dans les filarioses.

Certaines chémokines, comme MCP-1, MCP-3 ou MCP-5 sont de puissants
chémoattractants des éosinophiles, et ont en commun avec I’éotaxine leur action via le
CCRa3. La création d’un Ac anti CCR3 spécifique des éosinophiles de souris a permis de
montrer que lors d’infestation avec Nippostrongylus brasiliensis chez la souris ce
récepteur est important pour la mobilisation des éosinophiles [156]. De méme, lors
d’infestation primaire avec Trichinella spiralis chez des souris CCR3 déficientes, les
éosinophiles, au contraire des mastocytes, ne sont pas recrutés dans la muqueuse du
jéjunum et sont absents dans les muscles squelettiques autour des larves enkystées. Le
nombre de kystes musculaires augmente et celui des larves enkystées mortes diminue.
Puisque les éosinophiles n’infiltrent pas les tissus périphériques mais augmentent dans le
sang, ’IL-5 ne peut étre incriminée et, étant donné que les réponses des mastocytes sont
normales chez les souris déficientes, il semble que D’occupation du CCR3 des
éosinophiles soit indispensable.

L’absence de CCR3 ne modifie pas la production d’éosinophiles par la moelle
osseuse ni leur sortie vers le secteur sanguin. Comme ce récepteur a un role majeur dans
I’adhésion, la migration transendothéliale et la rétention des éosinophiles dans les
organes, la modification des éosinophilies tissulaires chez les souris déficientes en CCR3
refléte stirement une altération de la perméabilité vasculaire locale et des
caractéristiques d’adhésion. Néanmoins, le recrutement des éosinophiles dans le cacum
n’a été que partiellement diminué, ce qui suggere D’existence d’un autre récepteur
spécifiquement exprimé dans ce tissu. Finalement, le CCR3 est nécessaire au
recrutement des éosinophiles lors d’infestation avec Trichinella spiralis mais son
expression est spécifique des tissus [161].

La participation du médiateur lipidique PAF ou de son récepteur (PAFR) aux
helminthiases est peu documentée. La fixation du PAF sur le récepteur spécifique PAFR
induit notamment le chimiotactisme et ’activation des €osinophiles et une altération de la
perméabilité vasculaire. L’infestation par Nippostrongylus brasiliensis induit une
augmentation des concentrations systémique et intestinale du PAF pendant 1’expulsion du ver
et les vers adultes peuvent synthétiser une acétylhydrolase capable d’inhiber 1’activité de ce
médiateur [36]. Chez des souris PAFR déficientes infestées par Strongyloides venezuelensis,
ni la migration larvaire ni 1’établissement des vers dans 1’intestin ne sont modifiés mais une
diminution de la fécondité et un retard de I’expulsion en comparaison avec les souris sauvages
infestées sont observés. En parallele, le nombre des €osinophiles circulants et tissulaires
diminue ainsi que les concentrations en IL-4 et en IL-5 a J7. Puisque la migration des
¢osinophiles est défectueuse précocement dans 1’infestation, il est possible que le défaut de
réponse Th2 soit en fait secondaire a une réduction de 1’afflux d’éosinophiles chez ces souris
PAFR déficientes, selon le méme type de mécanisme que celui suggéré dans 1’infestation avec
N. brasiliensis [309].

Des facteurs chimiotactiques pour les €¢osinophiles peuvent aussi étre sécrétés par les
vers, comme par exemple par Ostertagia ostertagi dont-les produits, d’Excrétion-Sécrétion

contiennent une ECF (eosinophil chemotactic factor)-lectine. La migration des €osinophiles
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dans ce cas est induite s’il y a un gradient de concentration de I’ECF, les éosinophiles migrant
vers la plus grande concentration [214]. D’autres parasites appartenant aux familles des
Ascaridés, des Strongylidés, des Metastrongylidés aussi bien que des Cestodes ou des
Trématodes secrétent aussi des chémoattractants pour les éosinophiles [96]. L’autre
mécanisme d’attraction des éosinophiles dépendant des parasites est la production des
chémoattractants par les cellules de 1’hote elles-mémes. Par exemple, les cellules
mononuclées sanguines de poneys stimulées par un Ag de Strongylus vulgaris fabriquent une
cytokine (non identifiée dans cette ¢tude) ayant une activité chimiotactique pour les

¢osinophiles [96].

La protection contre les Trichinellidés ne semble pas dépendre des €osinophiles ; les
macrophages sont dominants autour des larves musculaires de 7. spiralis jusqu'a J55, mais ces
macrophages sont des macrophages « activés alternativement », c’est-a-dire qu’ils n’ont pas
de propriétés destructrices [31]. L’IL-4 et I'[L-13 (Th2 cytokines) sont des « clés» de
I’induction de cette population activée de macrophages. Les macrophages péritonéaux de
souris oralement infestées avec 7. spiralis produisent la protéine Ym1 ou ECF-L (eosinophil
chemotactic factor-lectine), une lectine [65] qui est un chémoattractant des €osinophiles, qui,
dans ce cas pourrait expliquer 1I’hyperéosinophilie. Le MIF est une cytokine humaine qui
possede une activité chimiotactique pour les monocytes/macrophages ainsi qu’une activité
enzymatique. La découverte d’homologues ou d’orthologues (conservation de séquence ou de
fonction) de MIF chez les L4 de Trichinella spiralis, les adultes de Trichuris muris, 1’adulte
filaire Brugia pahangi [338] et chez Brugia malayi laisse supposer que le MIF pourrait étre
une molécule importante dans le lien entre les macrophages et le recrutement des ¢osinophiles
durant I’infestation par ces nématodes [134]. Lors des infestations par Brugia malayi, le
recrutement péritonéal des €osinophiles chez des souris déficientes en IL-4 et IL-5 montre que
ce recrutement dépend de I’IL-5 mais aussi partiellement de 1’IL-4. L’étude des macrophages
recrutés dans ce modele montre qu’ils sont « activés alternativement », de facon entierement
dépendante de 1I’'IL-4. En présence de I’IL-4, on note une augmentation trés importante de
I’induction de ECF-L/Yml chez les macrophages activés de souris allergiques [460].
Parallelement, 1’administration d’un homologue du MIF secrété par Brugia induit
I’augmentation de la transcription de Ym1 par les macrophages. De ces données, il pourrait
étre avancé que le parasite considéré sécréte le MIF qui induit indirectement le recrutement
des éosinophiles aprés production de Yml par les macrophages [134]. Néanmoins, cette
hypothése est remise en cause par une étude récente qui montre que chez des souris MIF

déficientes infestées par Taenia crassiceps, la charge parasitaire est augmentée mais les
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¢osinophiles sont recrutés en plus grande quantité que chez les sauvages alors que le nombre
de macrophages a diminué : le recrutement des €osinophiles apparait alors indépendant de

I’IL-5 ou du MIF.

En plus des IL-4 et IL-5, plusieurs facteurs chémoattractants sont par conséquent
impliqués dans le recrutement des éosinophiles lors d’infestation par les Nématodes (Figure
22):

- le PAF (produit par les macrophages, les neutrophiles, les basophiles, les éosinophiles,

les cellules endothéliales et les plaquettes) [309]

- I’éotaxine et les MCP-1, MCP-3, MCP-5

- lalectine YmI produite par les macrophages activés alternativement par le MIF ou des

homologues libérés par le parasite lui-méme

- des composés (Yml et autres) libérés directement par les parasites.
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Figure 22 : Intervention de facteurs chémoattractants autres que les IL-4 et IL-5 dans le recrutement des éosinophiles

lors d’infestation parasitaire par des Nématodes.
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Le granulome éosinophilique et la schistosomiase

Bien que les fonctions des éosinophiles ne soient pas clairement établies dans les
infestations avec S. mansoni, leur recrutement est pourtant assez bien étudié. Dans la
schistosomiase, la pathologie qui résulte de I’infestation avec I’helminthe S. mansoni est
principalement causée par la réaction de 1’hdte aux ceufs du parasite qui sont dans le systéme
porte veineux puis piégés dans le foie. Il y a alors formation d’un granulome hépatique autour
de ces ceufs et la réaction inflammatoire associée, en particulier la fibrose portale, peut
entrainer une hypertension, principale cause de morbidité et de mortalité dans cette maladie
[70]. En outre, les cercaires migrant vers le systéme circulatoire mésentérique passent par les
poumons. Le granulome pulmonaire est aussi une réaction fréquente mais il est moins
pathogéne que le granulome hépatique. Le granulome est une réponse de séquestration
obtenue par un groupe d’agents trés divers. Ils sont formés par un afflux de leucocytes
inflammatoires qui s’agrégent et, dans le cas des granulomes induits par une maladie
parasitaire, les éosinophiles constituent la majorité des leucocytes rencontrés. Les cytokines
sont reconnues depuis peu comme un important groupe de médiateurs dans la formation des

granulomes.

L’infestation de souris avec des cercaires est un modele qui refléte assez bien
I’infestation naturelle, dont la réaction hépatique. Chez des souris IL-4 KO et sauvages
infestées avec des cercaires et sacrifiées a 8 semaines, la charge parasitaire est semblable dans
tous les groupes de souris mais la taille du granulome hépatique est diminuée en I’absence
d’IL-4 et/ou d’IL-13. Les éosinophiles ne représentent que 28% des cellules du granulome
chez les IL-4 KO alors que chez les souris sauvages ce pourcentage atteint 46 %. Au
contraire, I’inhibition de I’'IL-13 (par sIL-13Ra2-Fc (soluble IL-13 receptor a2-Fc fusion
protein)) chez les souris sauvages entraine une augmentation de 46% a 64% du recrutement
local des éosinophiles. En dépit du role apparemment contradictoire de I’IL-13 et de I'IL-4
pour 1’éosinophilie tissulaire, un effet inhibiteur combiné est observé quand les souris 1L-4
déficientes sont traitées avec I’inhibiteur de I’IL-13 (sIL-13Ra2-Fc) : chez ces souris, la
proportion des €osinophiles du granulome passe de 28% a moins de 10%. Par conséquent,
chez les souris IL-4 KO, I’'IL-13 semble servir d’intermédiaire pour assurer une éosinophilie
tissulaire alors qu’elle antagonise partiellement le recrutement des éosinophiles chez les
souris sauvages. Les concentrations en IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 sont élevées chez les souris

sauvages et le blocage de I'IL-13 n’a pas d’effet sur leur production. Par contre, chez les
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souris IL-4 KO, les productions de cytokines sont diminuées mais une faible quantité¢ d’IL-13
suffit a expliquer la formation d’un granulome. L’IL-4 et I’IL-13 participent donc toutes les
deux activement a la formation du granulome hépatique, mais elles ont aussi des rdles
uniques : I’'IL-13 a un réle direct et dominant dans la fibrose hépatique et n’est pas nécessaire
a la différenciation ou au recrutement des €osinophiles alors que I’'IL-4 est la principale
responsable du développement de la population des €osinophiles dans le granulome [70].

Il est possible d’induire la formation d’un granulome pulmonaire avec des Ag d’ceuf
de S. mansoni et les résultats pour 1’IL-4 et I’'IL-13 sont assez semblables a ceux obtenus avec
le granulome hépatique. Alors qu’avec un Ac anti IL-13 il n’y a pas de modification de la
composition du granulome pulmonaire et qu’avec un Ac anti IL-4 le recrutement des
¢osinophiles est diminué¢ de 60%, 1’association des deux entraine une diminution de 80% des
¢osinophiles [368]. En outre, dans ce modele, chez des souris déficientes en IL-4 la
diminution de 1’éosinophilie sanguine est associée a une réduction des IL-5 et IL-10 et chez
les souris doublement déficientes (IL-4 et IL-13) la production en IL-5 et I’infiltration

€osinophilique sont compleétement inhibées [69, 259, 368].

Cet effet important de I’IL-4 dans le recrutement des éosinophiles est peut-étre du a un
effet en boucle. En effet, en 1’absence d’éosinophilie précoce, la production en IL-4 est
absente tandis que dans les gros granulomes, les ¢osinophiles constituent 90% des cellules et
sont la principale source en IL-4 [69, 365]. Plus récemment, ex vivo, Chen et al. [66] ont
montré que 1I’IL-4 peut induire la différenciation des éosinophiles en cellules productrices
d’IL-4, un peu comme elle induit la différenciation de lymphocytes CD4+ naifs en LTh2.
L’IL-4 a donc un role pivot, en dirigeant la différenciation des progéniteurs [66]. Finalement,
il est donc possible que I’'IL-4 déja présente controle la production de I’IL-5, principale
interleukine des ¢osinophiles, induisant une légeére éosinophilie précoce, puis que les
¢osinophiles eux-mémes auto-entretiennent cette réaction en produisant 1’IL-4 [369]. Les

¢osinophiles seraient donc responsables de I’orientation du profil de cytokines [69, 365].

L’induction de granulomes pulmonaires est un modele expérimental souvent utilisé.
Les granulomes sont induits soit avec des dérivés de protéines purifiés (PPD (purified protein
derivative of mycobacteria)) de Mycobacteria bovis, soit avec des Ag d’ceuf de Schistosoma
mansoni (SEA (schistosomal soluble egg antigen)), qui sont dans les deux cas immobilisés sur
des perles d’agarose. Les souris sont d’abord immunisées par injection sous-cutanée de PPD
ou d’ceufs de Schistosoma mansoni, puis la deuxiéme infestation a lieu par injection

intraveineuse de perles de sépharose couplées a des PPD ou a des SEA [72, 349, 390]. Les
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granulomes induits par les perles couvertes de PPD sont en relation principalement avec les
cytokines associées aux Thl. Ils sont dits de type 1. Ceux induits par les perles couvertes de
SEA sont en relation avec les cytokines associées aux Th2 et sont dits de type 2. Ils ont fait
I’objet de nombreuses études comparatives et 1’analyse de leur évolution pendant 8 jours
montre trés clairement que chacun présente des profils cellulaires, de chémokines et de
cytokines assez spécifiques. La composition cellulaire du granulome de type 2 est nettement
dominée par les éosinophiles a partir de J4 et jusqu’a J8. Le niveau des protéines reflcte le
niveau des transcripts des chémokines et, dans le granulome de type 2, I’expression des
ARNm des chémokines MCP-3 (CCL7), MCP-5 (CCL12), éotaxine (CCL11) et TARC
(thymus activation-related chemokine) (CCL17) est plus marquée que dans le granulome de
type 1. Les MCP-1 (CCL2), MCP-2 (CCLS), TCA-3 (CCLI1) et MDC (CCL22) sont aussi
plutdt induits mais ils sont exprimés dans les deux types de granulome. L’étude des cytokines
IFNy, IL-4, IL-10, IL-12, et IL-13 dans les deux types de granulomes montre que I’'IL-4 et
I’IL-13 sont spécifiques du type 2 alors que I’IL-10 et I’[L-12 sont exprimées dans les deux
types de Iésions avec, cependant, une expression plus tardive dans le type 2. La neutralisation
de ces cytokines a 1’aide d’Ac spécifiques a permis d’étudier leur relation avec les niveaux
d’expression des chémokines ainsi que leur relation avec la taille du granulome. Les seules
cytokines ayant un impact sur la taille des granulomes sont ’IFNy, I’'IL-4 et I’'IL-13 dans une
moindre mesure.

La relation entre ces cytokines et I’expression des chémokines est rapportée dans le
tableau 10 : on note que la transcription de I’éotaxine, du MDC, du TARC, et du TCA-3 est
favorisée par les cytokines I1L-4, IL-10, ou IL-13, alors que la transcription de MIP-163, MCP-
1, MCP-2, MCP-3, et MCP-5 est potentiellement induite par des cytokines de type Thl ou de
type Th2 [69, 72, 349, 390].

Cependant, le traitement avec des Ac anti éotaxine in vivo ne modifie que trés peu le
recrutement des éosinophiles [367]. Par contre, pour MCP-3, in vivo, I’administration d’un Ac
anti MCP3 montre que le MCP-3 est responsable de 40 a 50% du recrutement des
¢osinophiles. La combinaison de la déplétion en éotaxine et en MCP-3 ne réduit pas
davantage le recrutement, confirmant le faible role de 1’éotaxine dans la formation du
granulome. Mais la neutralisation de MCP-3 in vivo ne réduit pas non plus complétement le
recrutement des €osinophiles, donc le MCP-3 a un réle important mais pas unique. Il faudrait
peut étre étudier I’action de 1’éotaxine-2, dont la production est induite par une surexpression
transgénique de I’'IL-4 dans le poumon, via un mécanisme STAT-6 dépendant [484]. Par

ailleurs, d’une part les Ac anti IL-4 abrogent 1’expression des transcripts de MCP-3 et d’autre
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Tableau 10 : Formation d’'un granulome de type 2 induit par une infestation parasitaire :
effets des différents types de cytokines sur la taille du granulome et sur I'expression des
chémokines induisant le recrutement cellulaire (d’aprés 72). (0 : pas d’effet).

Cytokine . . . -
spécifique du Cytokines mixtes Cytokines spécifiques
du type 2
type 1
IFNy IL-12 IL-10 IL-13 IL-4

Taille du Diminuée 0 0 Augmentée Augmentée
granulome
MCP3 réprimée réprimée 0 induite induite
MCP5 0 réprimée 0 induite
Eotaxine 0 réprimée 0 induite induite
TARC réprimée 0 0 induite induite
MIP1a 0 réprimée 0 0
MCP1 0 réprimee induite induite induite
MIP-3 0 réprimee 0 induite induite
MCP2 réprimée réprimée 0 induite induite
TCA3 0 réprimée 0 induite induite
MDC réprimée réprimée 0 induite
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part les cellules endothéliales en présence de I’IL-4 peuvent libérer MCP-3. Il semble donc
que I'IL-4 pourrait induire la production du MCP-3 qui recruterait alors les éosinophiles
[390].

L’embolisation d’ceufs plutdt que d’Ag pour induire la formation d’un granulome pulmonaire
donne des résultats similaires. Néanmoins, dans cette étude, MIP-1o est associée, comme
I’¢éotaxine et TCA3, a la réponse de type 2 et a ’exacerbation de la réaction granulomateuse.
Cependant, la différence de niveau de MIP-1a entre les réactions de type 1 et 2 est moins
marquée que pour les niveaux des deux autres chémokines. Une autre chémokine qui semble
étre associée aux granulomes de type 2 avec ce modele in vivo est MIP-1y, qui pourrait avoir

un role pour le recrutement des lymphocytes et des monocytes.

Certains auteurs estiment que I’induction de granulomes pulmonaires, méme avec des
ceufs de Schistosoma, n’est pas un modéle trés représentatif de la réalité de I’infestation
naturelle. Il semble en particulier que I’injection intrapéritoneale, et non intraveineuse, d’ceufs
de Schistosoma soit un modele plus approprié¢ pour 1’étude du développement du granulome
hépatique [328]. Néanmoins, quel que soit le modéle utilisé, le granulome induit par les ceufs
de Schistosoma est d’abord dominé par les cytokines de type 1 puis devient de type 2.

Il y a donc une régulation croisée des cytokines Th1/Th2 qui est a 1’origine de 1’expression
d’un schéma complexe de chémokines pendant la formation des granulomes de type 1 et 2.
Les cytokines ont un effet régulateur de la réponse a une infestation parasitaire et leur tres
grande diversité dans la réaction granulomateuse de type 2 pourrait expliquer qu’aucune
d’entre elles ne soit strictement nécessaire a la mise en place d’une réaction donnée comme le

recrutement des éosinophiles.
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Conséquences de la présence des éosinophiles

L’existence d’une éosinophilie lors de parasitose n’est pas
toujours protectrice et la frontiére est souvent difficile a
mettre en évidence expérimentalement. Les éosinophiles
présents peuvent soit participer a l'isolement puis a la
destruction de différents stades parasitaires, soit étre
inopérants, voire préjudiciables aux mécanismes
protecteurs mis en place par ’héte. Du point de vue du
parasite, la présence des éosinophiles peut induire un
évitement passif ou des mécanismes plus actifs permettant
la modulation de la réponse protectrice de ’hote.

Pour I’hote

Les modes de défense de I’hdte en cas de parasitose sont 1I’expulsion, I’encapsulation
ou la destruction, un mode n’excluant pas 1’autre. Les helminthes présentent une large surface
non phagocytable et sont donc sensibles a une série de mécanismes effecteurs différant
quantitativement et qualitativement de ceux actifs contre des parasites plus petits ou contre

des cellules anormales.

Roéle des éosinophiles dans I’encapsulation et I’expulsion

L’encapsulation par 1’hote est en fait la formation d’un granulome afin d’isoler le
parasite et, comme nous 1’avons vu précédemment, ¢’est un mécanisme réactionnel important
dans les schistosomiases. Le granulome est composé de leucocytes et les éosinophiles sont
trés souvent impliqués lorsqu’il s’agit de réactions parasitaires, ce qui suggére qu’ils ont une
fonction importante. Comme dans le cas des schistosomiases, leur présence n’est pas
forcément nécessaire, non seulement pour la formation du granulome mais aussi pour
contrdler I’infestation. En revanche, il existe des parasitoses au cours desquelles le granulome
¢osinophilique participe a la protection de I’héte.

Le cas des infestations primaires par Litomosoides sigmodontis chez les souris illustre
bien la variabilité¢ des réponses granulomateuses. Le contrdle de I’infestation a lieu grace a la
formation de nodules inflammatoires autour des filaires adultes vivantes qui peuvent
éventuellement mourir en quelques semaines. A J30 post-infestation, ces granulomes existent
chez les souris IL-5 transgéniques mais pas chez les sauvages ; ce processus dépendrait de la
quantité d’éosinophiles présents. A ce moment de 1’infestation, chez les souris transgéniques,

les filaires sont localisées dans la cavité pleurale et 41% d’entre elles sont lysées. Les
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granulomes sont constitués de macrophages et d’€osinophiles, et certains sont entourés
d’anneaux acidophiles, appelés dépots de Splendore-Hoeppli, phénomeéne illustrant la
libération de la MBP par les ¢€osinophiles [267]. A J80, des granulomes composés
d’éosinophiles et de neutrophiles sont formés autour des filaires méme chez les souris
sauvages, mais ce sont les neutrophiles qui sont essentiellement en contact avec le ver. La
neutralisation de IL-5 grace a des Ac anti IL-5 chez les souris sauvages empéche
I’accumulation de neutrophiles et d’¢osinophiles dans la cavité thoracique et prévient la
formation du nodule [11]. Cependant, la genése de ces nodules inflammatoires requiert
principalement des neutrophiles : un traitement avec un Ac anti G-CSF (granulocyte-colony
stimulating factor) aboutit au méme résultat qu’avec un Ac anti IL-5, méme en présence des
¢osinophiles [11]. Ainsi, le controle des helminthes est assuré par les neutrophiles, I’IL-5
agissant indirectement sur leur migration (Figure 23). En présence d’Ac anti IL-5, la
production de plusieurs cytokines par des macrophages essentiellement (TNFa, G-CSF...) et
favorisant I’accumulation de neutrophiles est diminuée. Comme ’adhérence des macrophages
in vitro est favorisée par la présence d’€osinophiles ou de leurs produits de dégranulation, et
comme d’autre part les éosinophiles peuvent former un regroupement avec les macrophages
dans certaines helminthiases (trichinellose ou infestation par L. sigmodontis) les éosinophiles
stimulés par I’IL-5 induisent la production par les macrophages de puissants chémoattractants
pour les neutrophiles [11]. Finalement, chez les souris, il semblerait que I’IL-5 n’ait pas de
role précoce dans les infestations primaires, certainement en raison d’un retard de
I’accumulation des €osinophiles dans le tissu sous-cutané. Dans ce cas, les macrophages
agiraient comme les effecteurs en libérant de 1’oxyde nitreux (NO"), capable de s’immiscer
dans les interstices entre les collagénes cuticulaires des nématodes [351]. Contrairement aux
infestations primaires dans lesquelles 1'IL-5 intervient relativement tardivement, les
¢osinophiles sont recrutés des le début d’une infestation secondaire chez les souris en raison
d’une libération plus précoce de I’'IL-5. Dans ce cas, ces cellules jouent le role d’effecteur en
libérant dans le milieu différents messagers chimiques et des enzymes au cours de la
dégranulation mais elles ne sont pas prépondérantes dans la formation d’un granulome. Il
existe donc des mécanismes différents, s’appuyant sur la coopération cellulaire dans le temps
et dans 1’espace, selon le statut de 1’hote et dans lesquels les éosinophiles ont des roles variés
mais essentiels (Figure 23) [266]. De méme, lors de I’infestation secondaire des souris par
Brugia, I’élimination des parasites est accélérée par rapport aux infestations primaires. Les

granulomes péritonéaux sont principalement composés de macrophages, d’€osinophiles et de
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Figure 23 : Coopération entre éosinophiles, macrophages et neutrophiles lors d’'infestation primaire et secondaire
par Litomosoides sigmodontis chez la souris.
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quelques lymphocytes B et contiennent des larves, parfois viables mais qui sont le plus
souvent a des stades différents de désintégration. En microscopie électronique par
transmission, on observe la pénétration des €osinophiles sous la cuticule des larves et leur
association étroite avec les structures internes [350]. Un mécanisme de protection de I’hdte
(élimination des parasites) contre Brugia consisterait en la formation d’un granulome autour
de larves. L’encapsulation est donc un mode de défense qui peut concerner les stades larvaires
ou adultes, selon les parasites et le statut de 1’hote, et qui nécessite le plus souvent 1’action des
¢osinophiles.

Cette séquestration des larves n’est pas forcément au bénéfice de I’hdte. Le cas des
larva migrans de Toxocara canis ou des ceufs de Schistosoma mansoni en sont des
illustrations notables. En effet, dans ces deux cas, la séquestration a un effet pathogene
majeur : la formation d’un granulome éosinophilique rétinien pouvant entrainer la cécité ou

celle d’un granulome hépatique induisant une fibrose [101].

L’expulsion est un mode de défense qui concerne principalement les
parasites intestinaux adultes. La comparaison de I’hyper-contractilité des
muscles lisses intestinaux chez des souris déficientes en IL-5 et sauvages lors
d’infestation primaire par Trichinella spiralis montre que [I’expulsion a
également lieu chez les souris déficientes. Cependant, elle est retardée et
'intestin est un peu moins contractile : I'lL-5 et donc les éosinophiles auraient
un role mineur au cours de I’expulsion. Il est aussi intéressant de noter que
cette participation a I’expulsion et au changement de fonction musculaire n’a
été constatée que dans les derniers stades de l'infestation [445]. Pour la
plupart des parasites, un déficit en IL-5 et donc en éosinophiles ne modifie que
trés peu la contractilité des muscles lisses intestinaux et le temps nécessaire a
I’expulsion. Encore une fois, il est possible que cette participation des
éosinophiles varie en fonction des parasites. Ainsi, une étude récente sur le
transfert oral d’ankylostomes adultes (Ancylostoma ceylanicum) chez des
especes tolérantes et non tolérantes a permis d’envisager un réle pour les
éosinophiles dans I’expulsion. En temps normal, ce sont les larves qui
induisent I'éosinophilie de la muqueuse intestinale, alors que ce mécanisme
est aboli avec un transfert d’adultes. Bien que n’ayant pas confirmé
définitivement le réle protecteur des éosinophiles, les auteurs estiment tout de
méme concevable qu’ils soient impliqués dans I’expulsion des vers adultes
[54].
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Réle des éosinophiles dans la destruction des parasites

Les éosinophiles peuvent s’attaquer a différentes especes d’helminthes a des stades
variables dont la destruction peut étre précédée ou non d’une séquestration par un granulome.
Quelle que soit ’organisation spatiale des éosinophiles présents, ils sont effecteurs grace a
leurs produits de dégranulation, ce mécanisme étant contrdlé par le milieu environnant.
Néanmoins, les €osinophiles peuvent aussi étre les intermédiaires d’autres actions mettant en

jeu des mécanismes de coopération cellulaire, comme la présentation d’antigénes aux LT.

Produits de dégranulations des ¢osinophiles

Les expériences in vitro sur 1’activation et la dégranulation des €osinophiles dans des
modeles d’helminthiases sont assez nombreuses. Mais, selon les parasites et méme parfois
selon le couple parasite/hote considéré, les données in vivo sont éparses et parfois
contradictoires. Etant donné que la corrélation entre 1’éosinophilie et les effets des produits de
dégranulations des éosinophiles semble assez spécifique, nous nous contenterons de comparer

les connaissances in vitro et in vivo pour chaque famille de parasite.

Schistosoma mansoni (Trématode)

In vitro, les protéines des granules des €osinophiles sont toutes plus ou moins toxiques
pour les schistosomules (cercaires qui ont « perdu » leur queue lors de leur pénétration dans
I’HD) de Schistosoma mansoni. Parmi celles-ci, on trouve:

- la MBP, protéine majoritaire des granules des ¢osinophiles, trés toxique [86],

- PECP qui paralyse de fagon réversible les larves mais ne les tue pas, méme a de fortes
concentrations [261],

- PEDN (appelée aussi EPX) moins toxique que I’ECP [261],

- PEPO qui tue les schistosomules de Schistosoma mansoni quand elle est combinée avec
H,O, et un halide (complexe entre un O et un halogeéne), formant un complexe EPO-H,0,-
halide [194].

Malgré cette toxicité mise en évidence in vitro, les expériences in vivo sont plus
controversées. Bien que les éosinophiles ne soient, dans les schistosomiases, ni nécessaires a
la formation du granulome ni essentiels a la diminution de la charge parasitaire, il n’en reste
pas moins que les éosinophiles des granulomes hépatiques sont hypodenses, donc activés, et
que leur population est trés homogene entre 7 et 11 semaines. Cependant, dans cette étude sur

les souris, les auteurs n’ont exploré que la production de cytokines et n’ont pas identifié¢ les
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protéines cytotoxiques certainement présentes puisque les €éosinophiles des granulomes ont
dégranulé [365].

Par ailleurs, les concentrations sériques en ECP et EDN chez des patients présentant
une schistosomiase intestinale sont plus élevées que chez les patients sains, paludéens ou
porteurs chroniques et elles excédent méme de loin celles des patients atopiques ou
asthmatiques [433]. En outre, les mémes auteurs ont montré un peu plus récemment que chez
les patients atteints de schistosomiase, ceux chez lesquels le nombre d’ceufs par gramme est
inférieur a 1 000 ont une concentration sérique en EDN moins ¢élevée que ceux chez lesquels
le nombre d’ceufs par gramme est supérieur a 1 000 [433, 434]. Les concentrations des
protéines granulaires sont donc proportionnelles a I’intensité de la pathologie et sont en
relation avec I’activité fonctionnelle des éosinophiles, mais on ne sait pas exactement quelles
sont les circonstances exactes de 1’action des éosinophiles dans les schistosomiases, ni s’ils

ont un rdle effectivement protecteur.

Les Ankylostomes

In vitro, les éosinophiles de volontaires infestés par Necator americanus produisent
des superoxydes et ont une meilleure réponse chimiotactique. Le pourcentage d’€osinophiles
hypodenses augmente de 34% a 80% pendant I’infestation [462].

Cependant, contrairement a d’autres especes d’helminthes, il semble que, in vivo,
I’absence d’éosinophiles circulants induite chez des souris IL-5 KO n’augmente pas la
sensibilité des souris a I’infestation par des L3 d’ankylostomes puisque, apres 6 semaines, le
nombre de larves en comparaison avec des souris sauvages infestées est le méme [252]. Ce
résultat est assez surprenant compte tenu du fait que I’éosinophilie sanguine associée a ces
helminthiases est prononcée [252, 462], que les concentrations sériques en ECP et EDN sont
¢levées chez les patients atteints d’ankylostomose et que ’EDN est méme détectable dans les
urines [434]. Ainsi, comme pour les schistosomiases, les produits de dégranulation des
¢osinophiles sont toxiques in vitro et sont présents chez les malades in vivo mais 1’absence

des €osinophiles n’influe pas sur la protection de 1’héte.

Les Trichuroidea (Trichinelle, Trichure, Capillaria)

Les premicres €tudes in vitro sur les trichinelloses ont montré que la MBP endommage
les larves nouveau-nées de 7. spiralis : elles sont dures, immobiles et présentent un aspect
granuleux [457]. Plus récemment, une étude comparée de la toxicité entre les différentes

protéines envers les mémes larves a montré que la MBP est toxique rapidement (1h), alors
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que la toxicité de ’ECP s’exprime plus tardivement (3h) et augmente jusqu’a 12h, et que,
enfin, ’EDN est moins toxique [166].

Cependant, in vivo, les roles des €osinophiles sont controversés. Ainsi, d’une part,
chez des souris sauvages ou IL-5 transgéniques infestées par des larves de 7. spiralis, 1’ajout
d’Ac anti IL-5 n’a modifié ni la charge parasitaire ni le nombre de larves musculaires ou
d’adultes intestinaux et ni la fécondité des femelles. Ces résultats montrent que les
¢osinophiles ne favorisent pas I’immunité contre les aspects variés de ’infestation par T.
spiralis [178]. D’autre part, 1’administration d’un sérum anti-€osinophile a des souris
infestées induit une augmentation massive du nombre de larves musculaires : les éosinophiles
auraient un role dans la phase systémique [158]. Plus récemment, Gurish ef al. [161] ont
montré grace a des souris CCR3-/- que les éosinophiles jouent un role dans la toxicité contre
les larves. En effet, chez ces souris, le nombre de kystes musculaires, c’est-a-dire la charge
larvaire, augmente et celui des larves enkystées mortes diminue. Ces résultats avec des souris
CCR3 déficientes, chez lesquelles il y a un manque d’éosinophiles infiltrés dans les muscles
squelettiques, sont en accord avec les expériences in vitro qui concluent que les €osinophiles
humains et de souris sont cytotoxiques pour les larves de Trichinella spiralis [161]. Ces
divergences de résultats sont peut-&tre liées a 1’utilisation de souches de souris différentes et a
I’utilisation d’une cible différente (IL-5, éosinophiles, CCR3), mais rendent difficile une

extrapolation des résultats a I’homme.

Les Ascarides

I1 a été précédemment vu que I’infestation par les Ascaridés entrainait une éosinophilie
importante et que, quelle que soit la quantit¢ d’€osinophiles, la protection de 1’hdte était
inchangée (cf supra). Dans les infestations avec Toxocara canis, les dommages pulmonaires
chez des souris IL-5 déficientes sont moins marqués que chez les souris sauvages [423] et on
observe une accumulation marquée de ’EPO dans les poumons entre 2 et 6 semaines [105].
De méme, chez I’homme, les larva migrans sont a I’origine de granulomes €osinophiliques
hépatiques et rétiniens [101]. Il se pourrait donc que les €osinophiles présents dans les
ascaridioses non seulement ne soient pas protecteurs mais aient méme un role pathogéne par

leur dégranulation.

Les Trichostrongvloidea (Nippostrongylus)

Comme nous l’avons déja évoqué, I’éosinophilie marquée chez les souris IL-5
transgéniques n’induit pas toujours une augmentation nette de la résistance de I’hote. Lors de

I’infestation avec des L3 de Nippostrongylus brasiliensis par voie sous-cutanée, les souris
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sauvages et IL-5 transgéniques ont un temps final d’expulsion du ver identique. Cependant,
chez ces derniéres, les vers sont moins nombreux, plus petits et moins féconds. Les
¢osinophiles sont recrutés au site d’inoculation des larves dans les 6 premieres heures et il
semble que c’est une phase majeure pendant laquelle la migration des parasites est inhibée.
Chez les souris transgéniques, puisque les adultes sont plus petits les larves subissent
certainement des dommages, dont les modalités restent ignorées [98]. Une autre étude
utilisant le méme modele montre que, bien que quelques larves soient piégées et tuées dans
les poumons des souris IL-5 transgéniques, la plupart n’y arrivent méme pas ; elles ont donc
¢té retenues avant ce stade. En fait, chez les souris transgéniques, 75% a 95% des larves
injectées dans le tissu sous-cutané sont retenues sur place pendant au moins 24h. Par contre,
chez les sauvages, moins de 20% des larves sont récupérées dans la peau aprés 2h ou plus
post-injection. Chez les souris transgéniques, des 2h aprés 1’injection, les éosinophiles
constituent majoritairement I’infiltrat cellulaire au site sous-cutané¢ de I’injection et leur
dégranulation est intensive, alors que chez les sauvages 1’activité des €osinophiles, d’ailleurs
peu nombreux, reste modeste. La mesure de I’EPO dans le tissus sous-cutané n’est positive
que chez les souris transgéniques, de 2h a 32h. Finalement, le piégeage et la destruction des
larves auraient lieu précocement (en moins de 48h) sur le site d’injection chez les souris
transgéniques. L’amplitude et la durée de ce mécanisme sont supérieures chez les souris IL-5
transgéniques et la destruction précoce locale des larves pourrait expliquer la résistance
accrue de ces souris. Ces données montrent que les ¢€osinophiles peuvent limiter le
mouvement des larves de N. brasiliensis (dont le cycle est court) dans les premieres heures de
I’infestation primaire et indirectement induire de profondes altérations du développement du
parasite [86].

Malheureusement, nous n’avons pas trouvé d’étude in vitro ou in vivo concernant les
autres produits de dégranulation des ¢€osinophiles lors d’infestation avec des
Trichostrongyloidés. Les auteurs extrapolent les résultats obtenus avec d’autres parasites,
mais il faut garder a I’esprit que non seulement le modéle murin est assez controverse, mais

aussi que les espéces de parasites semblent présenter des spécificités de défense.

Les Rhabditoidea (Strongvloides)

In vitro, les protéines MBP et ECP sont toxiques pour les larves de S. stercoralis alors
que ’EPO et ’EDN ne le sont pas. Cependant, la MBP et I’ECP ne sont actives que contre
des larves « adaptées a 1’hote » (par opposition aux larves L3 infestantes) ; les éosinophiles

ont peut-&tre des cibles restreintes [364].
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Lors d’infestation primaire par Strongyloides stercoralis du rat, son hote naturel, la
diminution de la charge parasitaire coincide avec une €éosinophilie maximale [308]. De plus,
la migration pulmonaire induit une inflammation ¢éosinophilique locale qui reste élevée tout
au long de ’infestation. Ces éosinophiles dégranulent puisque ’EPO peut étre mesurée dans
les tissus pulmonaires et dans le liquide de LBA. Lors d’infestation secondaire, 1’éosinophilie
ainsi que les concentrations en EPO sont plus €levées et plus précoces [398]. L’utilisation du
rat permet d’étudier le comportement du parasite chez son hdte définitif mais chez cet animal,
de nombreux outils biologiques, par exemple les Ac anti IL-5, ne sont pas disponibles.

Chez les souris, de nombreuses larves passent par les muscles dans lesquels elles sont
piégées par un granulome composé principalement d’éosinophiles et d’histiocytes. Lors d’une
seconde infestation, la réaction granulomateuse et la destruction de la larve sont plus intenses
[159]. De méme, la comparaison entre les réponses de souris IL-5 KO, sauvages et IL-5
transgéniques lors d’infestation avec S. stercoralis montre que la destruction des larves a 24h
est identique dans les trois groupes, mais qu’a 72h, la survie est inversement corrélée a la
production d’IL-5. L’amplitude de [infiltration éosinophilique est elle aussi corrélée
négativement a la survie des parasites. La concentration en EPO, témoin de dégranulation des
¢osinophiles, est également corrélée positivement a la quantité d’éosinophiles présents. Le
temps nécessaire a la destruction des larves par les souris transgéniques pourrait refléter le
temps de migration des €osinophiles ou le temps mis par le parasite pour se développer en un
stade sensible aux produits des granules €osinophiliques. Il semble finalement probable que
les éosinophiles ont un role significatif dans le contrdle du parasite, en particulier dans la
destruction des larves [177]. Le nombre de Strongyloides venezuelensis adultes implantés
dans D’intestin de souris IL-5 transgéniques, ainsi que les nombres d’ceufs et d’adultes
diminue alors que I’infiltration €osinophilique est triplée a J3 par rapport aux souris sauvages.
Néanmoins, le temps d’expulsion du ver reste identique pour les deux groupes, bien que les
¢osinophiles infiltrés dans 1’épithélium intestinal entourent le ver adulte chez les souris
transgéniques. Les ¢€osinophiles sont peut étre capables d’attaquer les adultes comme les

larves, sans étre forcément assez nombreux pour induire leur expulsion massive [122].

Les Filarioidea (Brugia, Onchocerca, Litomosoides, Acanthocheilonema)

In vitro, les tests de toxicité des protéines granulaires pour les microfilaires de Brugia
pahangi et B. malayi montrent que les protéines MBP, ECP, et EDN tuent ces vers de facon

dose dépendante mais qu’une grande concentration en EDN est nécessaire. L’EPO, en

présence de H,O, et d’un halogeéne (I-, Br~ ou CI") est la plus puissante, mais, méme en

I’absence de H,O,, elle est tout de méme efficace a des concentrations équivalentes a celles en
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MBP et en ECP. La MBP est la plus abondante, ce qui lui confeére une activité
helminthotoxique importante. Ainsi, toutes les protéines granulaires sont toxiques pour les
microfilaires, ce qui confirme I"hypothese selon laquelle la dégranulation des €osinophiles, in
vivo, est la cause de leur destruction [167].

Il semble, in vitro, que le role des éosinophiles est différent selon le stade du ver.
Ainsi, lors de I’incubation de L3 et de stades en train de muer L3-L4 de Onchocerca volvulus
en présence d’éosinophiles, on observe une adhérence rapide des cellules a la cuticule de la
cible, un aplatissement du leucocyte, la sécrétion des contenus des granules et la formation de
vacuoles puis, finalement sa compléte dégranulation. Prés du site d’attache, on constate qu’il
y a une altération des structures épicuticulaires et cuticulaires. Par contre, I’incubation des
¢osinophiles avec des L4 ne montre aucune interaction. Sur les dépouilles de L3, les cellules
adhérentes sont en monocouche alors que sur les L3 intactes, plusieurs couches cellulaires
permettent de paralyser la larve et d’amplifier les effets toxiques par adhésion inter-
¢osinophilique. Les larves L4, dans les mémes conditions, ne sont pas du tout attaquées par

les éosinophiles [46, 413].

Plusieurs études sur I’infestation de souris par Litomosoides sigmodontis, seule espece
de filaire qui accomplisse un cycle complet chez la souris, ont été publiées par Martin et al.
[233, 266-268]. Dans I’infestation primaire, I’infestation avec 40 larves par voie sous-cutanée
de souris sauvages et de souris IL-5 transgéniques montrent que chez ces dernicres les larves
grandissent plus vite mais que le nombre d’adulte est diminué 2 mois apres I’infestation. La
réduction a lieu entre J10 et J30 dans les cavités ccelomiques et, dés J10, on observe des
¢osinophiles et des macrophages attachés aux larves. Cette adhésion est réversible in vitro a
J10. A J30, les jeunes filaires sont piégées dans les granulomes et les éosinophiles ont
dégranulé [267].

Chez les souris vaccinées avec des larves irradiées puis réinfestées, une réduction
précoce du nombre de larves, associée a a une forte densité d’€osinophiles dans les tissus
sous-cutanés est observée. Le développement du ver est inversement corrélé a la production
de cytokines et a I’éosinophilie. De plus, 6h aprés la réinfestation, la plupart des €osinophiles
ont dégranulé. Cependant, les expériences n’ont pas pu mettre en évidence de MBP autour des
larves, ce qui, d’apres les auteurs, est peut-€tre 1i¢ a la sensibilité de la technique employée et
a la dispersion des €osinophiles dans le tissu sous-cutané. Il est possible que I’adhérence des
¢osinophiles aux larves soit favorisée dans les tissus sous-cutanés en raison de la réduction de
la mobilité des filaires a cet endroit [268]. L’attaque puis la destruction des larves entrantes

qui a lieu dans les deux premiers jours résulte en une réduction de 70% de la charge
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parasitaire et le traitement avec un Ac anti IL-5 supprime cette protection. Chez des souris
déficientes en cellules B, non protégées par la vaccination, les éosinophiles sont présent mais
non dégranulés. En conclusion, chez les souris vaccinées, les €osinophiles semblent étre les
cellules effectrices principales responsables de 1’augmentation de la destruction des larves
infestantes [233, 266, 268]. L’infestation par Brugia malayi de souris immunisées apporte les
mémes conclusions : des granulomes composés d’€osinophiles et d’histiocytes entourent des
larves vivantes ou des larves a des stades variés de désintégration. Les éosinophiles peuvent
pénétrer sous la cuticule des larves et sont trés proches des structures internes [350].

Lors de I’infestation de différentes souches de souris (sauvages, IL-5 KO, IL-5 Tr et
EPO KO) par Onchocerca volvulus, on observe d’une part que la survie des larves et le
recrutement des éosinophiles sont identiques chez les souris sauvages et les souris IL-5 KO, et
d’autre part que, chez les souris IL-5 transgéniques, le pic de destruction des larves
correspond au pic d’augmentation des éosinophiles et de I’EPO. L’EPO issue de la
dégranulation des éosinophiles serait 1’agent toxique qui tue les larves. Dans les études ci-
dessus, les larves ne sont tuées que si les €osinophiles présents dégranulent. Ainsi, le réle de
I’EPO est possible mais pas nécessaire, puisque, chez des souris EPO KO immunisées ou non,
la destruction des larves n’est pas affectée par rapport aux souris sauvages immunisées ou
non. Une autre protéine, telle que la MBP des granules secondaires serait donc également
responsable de la destruction des larves. Il est aussi possible que des combinaisons d’au
moins deux protéines soient nécessaires. Enfin, la nature des protéines de dégranulation et
leur toxicité potentielle pourraient varier selon le statut génique (souche) des modéles murins

utilisés [2].

De méme, chez la gerbille vaccinée avec des larves L3 irradiées d’Acanthocheilonema
viteae, lors d’une réinfestation, la charge parasitaire est réduite de 10%. Les éosinophiles,
macrophages et mastocytes sont présents a J2. Les éosinophiles sont aplatis a la surface des
vers, dégranulent et les surfaces des L3 sont rompues a J4, puis I’intérieur du ver est envahi
par les cellules phagocytaires. Les larves sont attaquées avant la premiere mue et la
dégranulation des €osinophiles est nécessaire a leur destruction [38]. Ainsi, comme pour les
souris infestées par L. sigmodontis, les produits de dégranulation des €osinophiles semblent
bien étre nécessaires a la destruction des larves [268]. Cependant, malgré la toxicité de toutes
les protéines €osinophiliques montrée in vifro, notamment avec Brugia spp., les protéines

responsables de la destruction in vivo chez la gerbille ne sont pas identifiées.
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Les concentrations sériques des protéines granulaires €éosinophiliques ECP et EDN
sont plus élevées dans les sérums de patients atteints de filariose a Wuchereria bancrofti et
d’onchocercose que dans les groupes controles (sains) [434]. L’EDN est aussi détectable dans
les urines [434] et les concentrations des protéines des granules €osinophiliques excedent de
loin celles atteintes dans I’atopie ou 1’asthme. La concentration de I’ECP est plus élevée chez
les patients atteints d’onchodermatose chronique hyperréactive (« sowda ») que chez ceux
atteint d’onchocercose généralisée (hyporéactive). La quantité d’ECP semble donc étre
corrélée au degré d’activité clinique de la maladie. Elle reflete I’activation des €osinophiles et
indique que le mécanisme de défense contre le parasite est plus actif chez les patients atteints
de « sowda » [433, 434]. Ces résultats sont en désaccord avec ceux d’une étude plus récente
[316] dans laquelle les concentrations en ECP et en EDN ne sont pas significativement plus
¢levées chez les patients atteints d’éléphantiasis que chez les patients sains. Dans cette étude,
les groupes contrdles (sains) sont issus d’une zone endémique de filariose. Puisque les
groupes controles des études précédemment citées étaient issus de zone non endémique de
filariose, il est possible que la discordance de résultats soit la conséquence de cette différence
d’échantillonnage [316, 433, 434].

Chez I’homme, la filariose lymphatique peut parfois se manifester cliniquement par
une éosinophilie pulmonaire tropicale (TPE). Bien que peu fréquente, cette pathologie est
associée a une augmentation marquée des IgE et des €osinophiles dans le sérum et a une
infiltration inflammatoire pulmonaire éosinophilique par rapport aux patients atteints de
filariose lymphatique « classique » [316]. Les microfilaires, qui sont généralement sanguines
dans la filariose lymphatique, sont pié¢gées dans les poumons et entourées d’éosinophiles
[164]. Chez les patients atteints de TPE, les concentrations en EDN dans le sérum et dans le
LBA sont plus ¢élevées que chez les groupes controles (sains, asthmatiques et atteints
d’éléphantiasis), et cette réponse est compartimentée (la concentration en EDN dans le liquide
de LBA est plus ¢élevée que dans le sérum). Mais aucune corrélation entre les concentrations
en EDN et la quantité d’éosinophiles présents, quel que soit le groupe, n’est observée. Les
concentrations en EDN dans la TPE reflétent une plus grande activation des éosinophiles, qui
a lieu préférentiellement dans les poumons, et pas leur nombre. A I’inverse, les concentrations
en ECP restent peu modifiées. Cette différence entre I’EDN et I’ECP, malgré leurs similarités
habituellement constatées, est étonnante et rameéne a la question trés controversée de la
libération sélective des produits de dégranulation des éosinophiles [316]. De méme, chez les
patients atteints de filariose chronique asymptomatique induite par Wuchereria bancrofti, un
pic de MBP est observé a Jlapres traitement alors que le pic ’EDN n’a lieu qu’a J13 apres

traitement [151]. Chez les souris immunisées puis infestées par voie intraveineuse par des
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Tableau 11 : Conséquences in vitro et in vivo des produits cytotoxiques de dégranulation des

¢osinophiles lors d’infestations par des trématodes (S. mansoni) ou des Nématodes (7richinella,

Strongyloides, Ascaris, Nippostrongylus, filaires, ankylostomes).

Produits de dégranulation

Résultats in vitro

Résultats in vivo

MBP Majoritaire
Toxicité ; +++

- Action rapide

- Destruction des larves (S.
mansoni, Trichinella,
Strongyloides, filaires)

- Relation dose-effet
(microfilaires)

Augmentation précoce des
concentrations sériques
(filaires)

ECP Toxicité ; ++

- Action différée

- Destruction ou paralysie
des larves (S. mansoni,
Trichinella, Strongyloides,
filaires)

- Relation dose-effet
(microfilaires)

Augmentation des
concentrations sériques

(S. mansoni, ankylostomes,
filaires)

EDN Toxicité : + a ++
(filaires)

- Destruction des larves (S.
mansoni, Trichinella, filaires)
- Relation dose-effet
(microfilaires)

- Augmentation des
concentrations sériques (S.
mansoni, ankylostomes,
filaires)

- Augmentation des
concentrations urinaires
(ankylostomes, filaires)

EPO Toxicité : O (larve de
Strongyloides)
a +++ (filaires)

- Destruction des larves par
formation d’'un complexe
EPO / H,O,/ Halogéne(S.
mansoni, filaires)

- Relation dose-effet
(microfilaires)

- Augmentation des
concentrations sériques
(filaires)

- Accumulation pulmonaire
(Ascaris, Strongyloides)

- Accumulation dans les
tissus sous-cutanés
(Nippostrongylus)
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microfilaires de Brugia malayi, la MBP, qui est cytotoxique de facon dose dépendante pour
les cellules épithéliales trachéales, est détectée dans les poumons des le premier jour apres
I’infestation [164]. Lors d’onchocercose humaine, on peut observer que la MBP est déposée

autour des microfilaires dégénérées d’Onchocerca volvulus [208].

Au cours des études menées in vitro et in vivo lors d’infestations par des Trématodes
(Schistosoma mansoni) ou des Nématodes (ankylostomes, trichures, Ascaridés,
Trichostrongyloidés, Rhabditoidés et filaires), il apparait que I’éosinophilie induite participe
activement a 1’éradication du parasite bien que, dans le cas d’infestation par des
ankylostomes, cet effet ne soit pas réellement prouvé et que, dans le cas des ascaridioses,
I’afflux d’€osinophiles puisse méme Etre préjudiciable a 1’hdte. Cependant, dans tous les
modeles envisagés, les éosinophiles agissent sur les stades larvaires de fagcon privilégi¢e et
parfois sur les adultes (Strongyloides) grace a la libération de protéines cytotoxiques (MBP,
ECP, EDN et EPO) au cours de leur dégranulation (Tableau 11).

Les protéines MBP et ECP s’aveérent les plus toxiques sur I’ensemble des parasites
envisagés ici (a I’exception des Ascaridés), la MBP offrant une protection précoce et I’ECP
une protection plus tardive alors que le spectre de toxicité semble plus réduit pour les deux
autres protéines : ’EDN et ’EPO ne sont pas actives sur les larves de Strongyloides adaptées
a I’hdte mais a I'inverse, elles interviennent activement, et plus particulierement I’EPO, dans
la destruction des larves de filaires et de S. mansoni, grace a I’association avec des agents
oxydants (H,O, et halogenes). Comme ces quatre protéines cytotoxiques ne sont pas
systématiquement décelées dans les différents modeles in vivo et également incriminées, il est
possible que la dégranulation des €osinophiles soit sélective du parasite et/ou que la présence

de ces substances dans les granules éosinophiliques dépende du statut génétique de 1’hote.

Conditions nécessaires a la dégranulation

Le milieu environnant est primordial pour I’action des éosinophiles : la présence d’Ig et
parfois de complément déclenche un mécanisme cytotoxique d’ADCC. Cependant, il n’est
pas universel puisque les €osinophiles peuvent parfois adhérer puis étre activés en I’absence
d’Ac et méme de complément. En outre, en dépit de leur potentiel toxique, les €éosinophiles

sont parfois des cellules intermédiaires et non effectrices.
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Figure 24 : Mécanismes de dégranulation sélective des éosinophiles et ’ADCC (Antibody Dependent Cell Cytotoxicity).
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Ig et ADCC

Comme son nom I’indique, ’ADCC est un mécanisme qui met en jeu une cellule
sanguine et un Ac et qui induit une cytotoxicité par dégranulation. Les éosinophiles
possedent, de fagon variable selon I’espeéce, des récepteurs pour les différents isotypes d’lg,
exceptés ceux des IgE (de haute affinité) sur les éosinophiles de souris. Dans le cas des
helminthiases, plusieurs Ig sont mises a contribution par les éosinophiles.

In vitro, il existe de nombreuses études qui montrent que les Ig sont impliquées dans la
destruction des parasites en agissant comme un ligand pour la cytotoxicité de type ADCC des
¢osinophiles. Chez le rat, la destruction d’une schistosomule de S. japonicum par les
¢osinophiles dépend des IgE et les dommages sont associés a augmentation de récepteurs Fc
des IgE sur les éosinophiles [218]. L’isotype d’Ig qui sert de ligand peut varier dans le temps
puisque les €osinophiles ont une activité cytotoxique qui dépend précocement des IgG et des
IgE apres 6 semaines. Des facteurs favorisants, comme les produits des mastocytes (ECF-A
tetrapeptides) [59] ou le PAF chez ’homme qui agit en favorisant la liaison de IgE,
I’adhérence IgE dépendante et la cytotoxicité des éosinophiles envers les schistosomules de
Schistosoma mansoni peuvent également intervenir. Le LTB4 et I’histamine ont aussi une
action favorisante, quoique moins puissante que celle du PAF [61, 291]. L’incubation
d’¢éosinophiles issus de patients normaux ou peu ¢éosinophiliques avec des sérums inactivés
par la chaleur de patients atteint de schistosomiase a montré chez le rat et ’homme que la
destruction de ces parasites nécessite aussi des IgG1 et des IgG3 [202].

Une compétition peut survenir entre les Ig, puisque les IgM, 1gG2 et 1gG4 sont non
seulement des sous-types inactifs pour induire I’ADCC, mais elles peuvent méme bloquer les
effets des sous-types actifs [202].

La nature des Ig et la cinétique de leur reconnaissance par les €osinophiles sont deux
¢léments prépondérants dans le déclenchement de I’ADCC et peuvent induire une
dégranulation sélective des €osinophiles (Figure 24). Ainsi, la stimulation IgE dépendante
d’éosinophiles issus de patients allergiques ou non provoque la libération d’EPO mais pas
celle d’ECP, la fixation des IgG conduit a la libération sélective d’ECP et la fixation des IgA
aboutit a la sécrétion des deux protéines [436]. L’existence de ces mécanismes in vitro et la
présence dans les maladies parasitaires des Ig (en particulier des IgE) ainsi que celle des
¢osinophiles fait penser que ’ADCC est un mécanisme de destruction des parasites.
Néanmoins, in vivo, la sécrétion sélective des produits de sécrétion des éosinophiles n’est pas

clairement démontrée.

199



Chez des souris infestées par O. volvulus, les €osinophiles semblent responsables de la
protection induite par la « vaccination » (immunisation par deux [2] ou trois injections [231]
sous-cutanées de larves irradiées) en relation avec le profil d’Ig obtenu. La destruction des
larves entrantes chez les souris « vaccinées » pourrait donc avoir lieu par un mécanisme
d’ADCC impliquant les éosinophiles [2, 231]. Pourquoi les éosinophiles contribueraient-ils a
une réponse précoce chez les souris « vaccinées » mais pas a une réponse plus tardive chez les
souris « infestées primaires » alors que dans les deux cas des Ac spécifiques et des
¢osinophiles sont présents ? Plusieurs hypotheses sont envisageables [231] :

- la quantité d’Ac est plus importante chez les « vaccinées »

- les larves entrantes sont plus sensibles que les stades ultérieurs a 1’attaque des

¢osinophiles, plus précoce chez les « vaccinées »

- la localisation des parasites plus matures (en dehors des tissus sous-cutanés) leur

permet d’éviter plus facilement 1’attaque des éosinophiles.

Comme dans I’onchocercose, I’'IL-5 est essentielle pour la protection induite par des L3
irradiées de L. sigmodontis, mais pas pour la protection lors d’infestation primaire, pour des
raisons similaires, notamment le temps nécessaire a 1’arrivée des éosinophiles dans les tissus
sous-cutanés [266]. En effet, 1’établissement de la protection des souris « vaccinées » a lieu
dans les deux jours qui suivent la réinfestation. Ces souris ont un statut immun particulier
avant la seconde inoculation caractérisé par des concentrations élevées en IgM, IgGl, IgG2a
et IgG3, associées a la sécrétion d’IL-5 et a une densité élevée d’€osinophiles dans les tissus
sous-cutanés [233]. L’infestation avec des larves de L. sigmodontis par voie sous-cutanée de
souris déficientes en LB induit, comme chez les souris sauvages, un afflux d’éosinophiles
dans le tissu sous-cutané. Lors d’infestation primaire, la survie et la croissance des larves ne
sont pas modifiées alors que lors de réinfestation, les souris déficientes en LB ne sont pas
protégées. Bien que les éosinophiles soient présents ils sont incapables de dégranuler. Par
conséquent, les Ac produits par les LB a ’issue d’une premiére infestation provoquent la
dégranulation des ¢€osinophiles et la destruction des larves. D’autre part, les LB sont
nécessaires a la production précoce de cytokines Th2 ainsi qu’au recrutement de cellules
inflammatoires, mais aucun lien avec les éosinophiles n’a pu étre clairement établi [325].
Enfin, puisque la concentration des IgE lors de TPE humaine est tres élevée, que ’EDN
semble étre majeure dans la survenue des symptomes cliniques et que, in vitro, les
¢osinophiles ont besoin d’une stimulation avec des IgE ou IgA pour libérer ’EDN, il serait
possible que la concentration trés élevée des IgE dans la TPE ait un impact sur la libération

spécifique de I’EDN [316].
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Le mécanisme d’ADCC nécessite parfois certaines conditions pour avoir lieu. Le
complément est soit nécessaire soit potentialisateur (Figure 24). En effet, ’adhérence des
¢osinophiles humains aux larves L3 de Necator americanus dépend de la qualité du sérum in
vitro : les Ac facilitent I’adhérence des €osinophiles, mais ce mécanisme n’est maximal qu’en
présence du complément. Il semble que ce soit par la voie alterne que le complément est
activé puisque avec du sérum inactivé par la chaleur, I’adhérence est totalement inhibée. La
surface des larves de Necator ou d’autres Nématodes semble donc étre antigénique et
activatrice du complément [100]. L’activation des €osinophiles et le stade auquel ils sont
confrontés peuvent aussi jouer des rdles importants. Les éosinophiles normaux s’attachent in
vitro aux larves nouveau-nées de Trichinella spiralis agées de 2h ou de 20h en présence de
sérum contenant des Ac et du complément mais seules les larves de 20h sont détruites apres
cette adhésion. Par contre, avec des €osinophiles issus de patients hyperéosinophiliques les
larves de 2h et de 20h sont tuées dans les mémes conditions. Ainsi, la maturation de la larve et
le statut d’activation des éosinophiles sont importants pour le déroulement de I’ADCC [448].

Les ¢€osinophiles ne sont pas les seules cellules effectrices capables d’une ADCC
méme dans le cas d’infestations parasitaires. Herbert et al. ont montré que le transfert non
seulement d’éosinophiles issus de souris IL-5 transgéniques au moment de 1’infestation mais
aussi d’IgM issues de souris sauvages immunisées contre Strongyloides stercoralis a des
souris sauvages naives ou KO pour I’IL-5 conférait une protection contre le parasite. Ces
résultats suggérent que le mécanisme d’ADCC dépendant des IgM implique les neutrophiles
et que les €osinophiles favoriseraient 1’action des neutrophiles en jouant le role d’une CPA et
en amplifiant ainsi la production par les LB d’IgM dirigées contre les Ag parasitaires. Les
¢osinophiles auraient donc un triple réle : source de cytokine, source de molécules toxiques
pour les larves et principale CPA [177]. De méme, les IgG engendrent un mécanisme
d’ADCC dépendant des neutrophiles et partiellement du complément lors d’infestation par
Strongyloides stercoralis. Les 1gG et IgM assureraient une protection impliquant un
mécanisme similaire d’ADCC exercé par les neutrophiles, complémentaire dans le temps

puisque les IgM sont produites plus précocement que les IgG [239].

Autres ligands

Ce mécanisme d’ADCC pose le probleme de la défense des hotes non immuns. Il
existe sirement des mécanismes complémentaires de ’ADCC pour détruire les larves de

parasites, en 1’absence d’Ig.
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Figure 25 : Modalités d’adhésion des éosinophiles aux parasites et dégranulation consécutive.
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Dans l’infestation par des larves de Dipetalonema viteae (Filarioidea), I’activation du
complément permet 1’adhérence des ¢€osinophiles, qui dégranulent ensuite. Alors que les
macrophages semblent avoir besoin de la présence des ¢osinophiles pour adhérer
efficacement, les mastocytes n’adhérent pas aux larves et ne favorisent pas 1’adhésion des
macrophages ; cependant, s’ils sont en grand nombre, ils favorisent celle des €osinophiles et
par la suite les dommages causés aux larves [170]. Les macrophages et les neutrophiles de rat
incubés avec du sérum normal adhérent aux larves et les détruisent. Les €¢osinophiles sont
surtout cytotoxiques en présence de macrophages et leur action est peut étre indirecte en
favorisant la destruction des larves infestantes par les macrophages. C’est la voie alterne du
complément qui est utile puisque son inhibition empéche I’adhérence des cellules aux
parasites. Ainsi, le complément a une action dans I’ADCC comme dans la coopération
cellulaire [64]. Assez récemment, grace a la microscopie électronique, 1’activité larvicide des
¢osinophiles in vitro en I’absence d’Ig a ét€ confirmée sur des larves de Nippostrongylus
brasiliensis. On observe 1’attachement ferme des cosinophiles a la surface cuticulaire des
larves, qui sont endommagées par les produits de dégranulation des €osinophiles. L’activité
larvicide n’est pas modifiée en 1’absence des IgG ou IgM dans le sérum donc la destruction
n’a pas lieu par un mécanisme d’ADCC dépendant des neutrophiles. Par contre, la liaison des
¢osinophiles aux larves de N. brasiliensis est bloquée avec des Acm anti CD11b ou anti VLA-
4, ce qui suggere que la liaison dépende de leurs ligands, complément et fibronectine. Par
ailleurs, i1 y a un dépot de C3c et de fibronectine plasmatique sur la cuticule. Ainsi,
I’interaction entre CD11b et VLA-4 et leurs ligands déposés sur la cuticule sont essentiels
pour I’adhérence des éosinophiles et la survenue des dommages causés aux larves (Figure 25)
[395].

La présence de molécules telles que la fibronectine a la surface de parasites comme O.
volvulus [45] et Nippostrongylus brasiliensis laisse penser que ce mécanisme n’est pas rare.
D’ailleurs, les ¢osinophiles de patients infestés par O. volvulus présentent une augmentation
de I’expression des molécules d’adhésion, en particulier du récepteur pour la fibronectine
[45]. Ainsi, I’adhésion des €osinophiles aux parasites peut tout a fait étre indépendante des Ig
et du complément (Figure 25).

Comme les récepteurs des IgE sont absents des ¢€osinophiles murins, d’autres
mécanismes distincts de ’ADCC interviennent dans la destruction des larves. D’une part, la
liaison des éosinophiles aux larves de N. brasiliensis pourrait dépendre des ligands tels que le
complément ou la fibronectine, et d’autre part I’augmentation de la quantité de mastocytes

présents en méme temps que les éosinophiles facilite leur action : dans un premier temps, les
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mastocytes interagissent avec les IgE spécifiques des L3 de O. volvulus et libérent des
médiateurs inflammatoires capables de recruter les éosinophiles. Les €osinophiles recrutés
s'accumulent autour de L3, se lient au parasite par I’intermédiaire de la fibronectine et
dégranulent, entrainant la libération de substances cytotoxiques pour les L3 (cf supra) (Figure
25). De fagon analogue, la destruction des larves de Dipetalonema viteae par les éosinophiles
est diminuée en 1’absence de mastocytes [170]. La spécificit¢ du mécanisme proposé vient du
fait que la destruction a lieu par les éosinophiles mais de fagon indépendante des IgE [2]. La
présence concomitante des IgE, des éosinophiles et des mastocytes dans les parasitoses
permettrait donc la mise en place d’une réponse puissante, fondée sur la coopération

cellulaire.

Finalement, ni les Ig ni le complément ne sont des acteurs strictement nécessaires a 1’adhésion
des éosinophiles sur les larves de parasites et d’autres modalités, impliquant les protéines
d’adhésion cellulaire (intégrines) peuvent intervenir. Ces mécanismes ne sont pas exclusifs les
uns des autres et les ¢osinophiles n’ont donc pas toujours un réle direct mais ils sont tout de

meéme des acteurs essentiels dans la cascade d’événement qui meéne a la protection de I’hote.

Devenir des éosinophiles

L’¢éosinophilie peut étre transitoire dans certaines maladies parasitaires comme la
trichinellose. Cependant, trés peu d’éosinophiles apoptotiques sont retrouvés dans I’intestin
gréle lors de la phase de résolution de cette infestation. En fait, ils sont acheminés vers les
nceuds lymphatiques [140]. Au contraire, dans d’autres helminthiases, les ¢éosinophiles
persistent longtemps au site infectieux et leur nombre peut étre source de dommages pour
I’hote.

Dans les granulomes induits par les schistosomes, les éosinophiles, au contraire des
lymphocytes, ne subissent pas d’apoptose. Il est possible que I'IL-5, présent dans les
granulomes, soit un facteur important de cette augmentation de la survie des €osinophiles
[365]. Cependant, comme les €osinophiles ne sont pas nécessaires au bon fonctionnement du
granulome schistosomien, cette augmentation de leur survie n’est pas bénéfique pour I’hote.
Curieusement, cette modification de 1’apoptose des €osinophiles semble étre localisée aux
sites d’établissement des parasites. En effet, dans les infestations de rat avec Angiostrongylus
cantonensis, les éosinophiles du LCR sont résistants a 1’apoptose alors que les péritonéaux ne

le sont pas. Cette résistance, favorisée par I’IL-5, est liée a I’expression de I’ARNm de Bcl-2
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et Bel-xL qui est plus importante dans les €osinophiles du LCR que dans les péritonéaux
[416]. Comme la quantité de I’IL-5 est souvent augmentée lors des réactions parasitaires, en
particulier localement dans le granulome, la persistance de I’éosinophilie est favorisée.
Cependant, ce phénoméne n’est pas forcément bénéfique pour I’hdte, comme dans le cas du
granulome schistosomien, voire délétére, comme dans 1’angiostrongylose. En effet,
I’infestation par Angiostrongylus cantonensis des cobayes entraine, au contraire des rats, des
symptomes cliniques alors que in vitro, les €éosinophiles de cobaye en présence d’IgE sont
plus cytotoxiques pour les L3 que ceux de rats. Les €osinophiles sont plus nombreux dans le
sang, le cervelet et le LCR et ils sont activés puisque le LCR contient de I’EPO [339]. Ainsi,
parallélement aux dégats mécaniques provoqués par les larves migrantes, la dégranulation des
¢osinophiles est un facteur important de la méningo-encéphalite €osinophilique parasitaire, et
la diminution de I’apoptose des éosinophiles accentue ce mécanisme. Néanmoins, en
I’absence d’éosinophile, les 1ésions traumatiques et hémorragiques causées par les larves sont
plus séveres. De méme, la TPE est certainement liée a ’emballement de la réponse des
¢osinophiles, mais malheureusement il n’y a pas a notre connaissance d’étude sur I’apoptose
des éosinophiles dans cette pathologie. Finalement, il est nécessaire qu’il y ait un équilibre de
I’éosinophilie, en particulier dans le temps, afin de pouvoir éliminer les parasites sans

engendrer trop de 1ésions collatérales.

Pour le parasite

De nombreux parasites sont difficiles a éliminer et certains peuvent méme rester chez
leur hote plusieurs années en partie parce qu’ils ont développé une résistance adaptative
complexe. Les techniques de survie mises en place par le parasite relévent principalement
d’un systéme d’évasion tres efficace et de leur capacité a moduler les réponses humorales et

cellulaires mises en place par 1’hote.

La variabilité antigénique

La variabilit¢ des Ag permet aux parasites de ne pas rester longtemps sous forme
d’une méme cible dans un site donné et la migration permet de varier les sites tissulaires qui
réagissent.

Les larves L3 de Strongyloides stercoralis sont antigéniquement différentes selon leur

parcours : il y a des L3 vivant libres qui sont infestantes (L3), des L3, adaptées a leur hote et
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transformées (L3+) et des L3 auto-infestantes dans les parasitoses chroniques (L3a). Il existe
des Ag communs aux trois larves mais aussi des Ag spécifiques. Ainsi, les L3a ne sont pas
reconnues au méme titre que les L3 venant de ’extérieur, ce qui fait qu’il y a deux voies
d’infestations qui induisent deux protections différentes et que les L3 reconnues par un
systéme ne sont pas €¢liminées par 1’autre. De plus, indépendamment des L3a, ce sont les L3+
qui sont visé€es et détruites par les systemes immuns de I’hote et pas les L3, ce qui fait penser
que certaines transformations sont nécessaires pour que les larves de parasites puissent étre
détruites [48, 49]. De méme, la réponse des Ig qui détruit le stade muant L3-L4 et les L4
d’Onchocerca volvulus n’a aucun effet sur les larves L3 [1] et inversement les €osinophiles
adhérent aux L3, aux L3 muantes mais pas aux L4 [46, 413]. Finalement, comme les larves
ont des surfaces antigéniques ainsi que des molécules de surface variées selon leur stade, les
cellules de 1’hote, en particulier les €osinophiles, ne sont pas capables d’attaquer tous les
stades et I'immunité développée n’est pas efficace contre tous les stades lors de réinfestation.
Un autre mécanisme qui permet de tromper les défenses de 1’hote est la variabilité au cours du
temps des Ag de surface. A ce titre, les larves de Toxocara canis peuvent rester dans les tissus
de I’hote pendant des mois ou des années sans interférer en apparence avec [’hdte. On
présume qu’elles meurent de vieillesse ! La surface des larves est couverte de produits
d’Excrétion-Sécrétion tres antigéniques tels que des mucines TES-120 [107]. Les structures
de ces produits d’Excrétion-Sécrétion sont modifiées réguliérement par le parasite, de telle
sorte que le systéme immun reconnait un Ag qui n’est déja plus présent a la surface des larves
[101]. On a montré que les €osinophiles étaient également trompés in vitro, certainement en
relation avec leur liaison aux Ac. In vivo, la microscopie électronique met en évidence
I’adhésion des ¢€osinophiles a une couche membranaire qui ressemble a la cuticule (sheath-
like) mais qui est fréquemment détachée de la surface de I’épicuticule larvaire. Les couches
composées d’Ag de surface et d’Ac pourraient permettre de fournir une protection a la larve
contre les Ac et contre les toxines des €osinophiles en empéchant le contact direct avec
I’épicuticule. La libération d’Ag de surface pourrait aussi permettre 1’évasion en facilitant le

dégagement des Ac et des éosinophiles [20].

Les produits d’Excrétion-Sécrétion des parasites

Les parasites secretent une grande quantit¢é de produits d’Excrétion-Sécrétion
antigéniques, différents selon les stades et capables de provoquer une forte réponse en Ac.

Ces molécules pourraient aider le ver a survivre dans son hdéte en minimisant la réaction
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inflammatoire, en maitrisant la coagulation ou en orientant la réponse immune vers un
phénotype moins délétere pour le parasite. Les helminthes et leurs produits ont un effet
immunomodulateur potentiel sur le systéme immun de I’hote et peuvent diminuer la réponse
immune contre un Ag et finalement prévenir la cytotoxicité des cellules hotes.

Le clivage des Ig est une tactique d’évasion fréquemment employée par les parasites
(Tableau 12). Ainsi, les protéases secrétées par Fasciola hepatica [33, 62], et Spirometra
mansoni [219] clivent spécifiquement les IgG. Cette activité modulatrice par la maitrise des Ig
semble dépendre du stade parasitaire et des possibilités d’expression des protéases :
Paragonimus westermani produit au moins 6 cystéines protéases au cours de son
développement. L’activité comparée de ces protéases montre qu’il y a une hydrolyse complete
des métacercaires puis que ’activité¢ diminue avec 1’age du parasite [74, 75]. De méme, les
protéases des produits d’Excrétion-Sécrétion de Necator americanus sont capables de cliver
les IgA, signaux tres puissants pour déclencher la dégranulation des éosinophiles [4], dans des
proportions plus importantes que les autres classes d’Ig. Dans ce cas, le clivage meéne a des
fragment Fab capables de bloquer le complément et 1’attaque phagocytaire qui utilisent
normalement des IgG ou des IgM intactes [252]. L’absence de la forme sécrétoire de IgA,
mais pas des IgE, I1gG, et IgM sécrétoires, est peut étre le résultat de 1’action de ces protéases

clivant spécifiquement les IgA.

Une autre maniere de moduler la réponse de I’hote est de diminuer le recrutement des
cellules effectrices dans la protection parasitaire (Tableau 12). Ainsi, les produits d’Excrétion-
Sécrétion de certains parasites comme Brugia malayi, Nippostrongylus brasiliensis et
Toxocara canis peuvent induire la génération de cellules suppressives, qui empéchent la
prolifération des LT, ce mécanisme nécessitant la production d’IL-4 par I’hdte [9]. D’autres
parasites, comme Necator americanus, peuvent induire, directement et de fagon dose
dépendante, I’apoptose des LT. Le mécanisme, indépendant de la voie fas/fasL reste
cependant inconnu [73]. La maitrise de la population des LT permet de réguler en amont la
réponse cellulaire mais certains parasites peuvent aussi agir directement sur les cellules
effectrices ou sur leur recrutement. Une des possibles causes de 1’absence relative des
neutrophiles lors d’ankylostomose est la sécrétion de NIF (Neutrophil Inhibitory Factor) par
le parasite. Cette glycoprotéine secrétée par 1’adulte de A. caninum est capable de se lier aux
intégrines des leucocytes et d’inhiber les fonctions CDI11b/CD18-dépendantes des
neutrophiles. Ces cellules perdent alors leurs capacités d’adhésion et de sécrétion d’H,O,

[295]. Etant donnée I’importance des intégrines dans la migration des €osinophiles, de tels
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mécanismes ne sont pas a exclure pour cet autre groupe de leucocytes effecteurs, d’autant plus
qu’il existe des mécanismes communs agissant sur le recrutement leucocytaire. Par exemple,
le PAF est un stimulateur puissant du recrutement et de ’activation des €osinophiles et des
neutrophiles et favorise la destruction des parasites par les €éosinophiles IgE dépendants [291].

N. brasiliensis secrete une PAF-acetylhydrolase qui clive le PAF, le rendant inactif. Cette
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Tableau 12 : Effets d’échappement du parasite aux défenses de I'h6te en fonction des
produits d’Excrétion-Sécrétion.

Produits d’Excrétion-Sécrétion

Effets sur les défenses
de I’hote

Parasites

Protéases

Clivage des Ig

Clivage des chémokines
(éotaxine)

F. hepatica, S. mansoni, P.
westermani, N. americanus
N. americanus

Enzymes PAF acétyl hydrolase |Perte du recrutement des | N. brasiliensis
neutrophiles et des
éosinophiles
GSH S Transférase Anti-oxydant N. americanus
Hyaluronidase Dispersion des cellules N. americanus
effectrices
NIF Inhibition des neutrophiles | A. caninum
Cytokines Induction de cellules B. malayi, N. brasiliensis,

suppressives

Apoptose des LT

T. canis

N. americanus
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inhibition du messager est proportionnelle a la concentration des produits d’Excrétion-
Sécrétion et a la durée de préincubation avec le PAF [36] et empéche le recrutement des
leucocytes effecteurs.

Comme pour les neutrophiles, des mécanismes spécifiques d’inhibition des fonctions
des ¢osinophiles ont été décrits : les produits d’Excrétion-Sécrétion, riches en protéases, de N.
americanus inhibent le recrutement des éosinophiles in vivo, en hydrolysant certaines
chémokines. Les protéases de N. americanus, de type métalloprotéinases, montrent une
spécificité pour 1’éotaxine, puisqu’elles ne neutralisent pas les effets chémoattractants du
LTB4, de I'IL-5, ou de 1’éotaxine-2 sur les éosinophiles ni de I’'IL-8 sur les neutrophiles. La
production d’enzymes inactivant I’éotaxine par clivage pourrait étre une stratégie employée
par les helminthes pour empécher le recrutement et 1’activation des €osinophiles au site de
I’infestation (Tableau 12). Cela serait un nouveau mécanisme de régulation de la fonction des
chémokines in vivo. L’existence de ligands du CCR3 autres que 1’éotaxine (I’éotaxine-2 par
exemple) pourrait refléter une évolution de I’hote pour contourner les défenses parasitaires
[81].

Outre des protéases capables de cliver des Ig ou des chémokines (éotaxine), les
ankylostomes (N. americanus) secrétent aussi une GST : cette enzyme assure une fonction
anti-oxydante en neutralisant les dérivés toxiques de 1’oxygeéne [40 in 81]. L’activation de
cette protéine permet donc au parasite d’échapper aux Iésions oxydatives induites par les
radicaux oxygénés synthétisés par les ¢€osinophiles. Ces parasites possédent aussi une
hyaluronidase qui, en dégradant la matrice extracellulaire, pourrait faciliter la dispersion des
cellules effectrices dans les tissus environnant les parasites. Les ankylostomes constituent une
famille de Nématodes contre lesquels la protection de 1’hdte dépend de I'IL-5 et des
¢osinophiles et ils auraient développé de nombreux mécanismes visant a contrer les défenses
de I’hdte dépendantes des éosinophiles (Tableau 12).

De fagon trés surprenante, il semblerait de plus qu’il y ait des adaptations de 1’hdte aux
adaptations du parasite. En effet, la survie de vers est favorisée chez des souris déficientes en
récepteur pour le PAF infestées par Strongyloides venezuelensis et leur fécondité est
augmentée, alors que I’inflammation intestinale, notamment €osinophilique, 1’¢osinophilie
périphérique et la quantité d’EPO sont diminuées. II ressort de cette étude que la réponse de
type Th2 de I’hdte diminue certes la survie des vers, mais ces derniers se seraient adaptés en
utilisant les messagers produits pendant cette réponse pour faciliter la reproduction et
I’¢élimination des ceufs dans le milieu extérieur. Le méme type d’hypothése peut étre avancée

lors d’infestation par Onchocerca volvulus au cours de laquelle le parasite produit de la PgD2
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directement a 1’interface hote-parasite. Les éosinophiles possédent deux récepteurs pour cette
prostaglandine et le parasite pourrait donc utiliser une réponse défensive de 1’hdte pour son

propre bénéfice [404].
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La place des éosinophiles dans les défenses antiparasitaires est variable selon les
parasites. Ils peuvent étre des cellules effectrices dans la destruction des parasites,
généralement des stades larvaires, par libération de leurs protéines toxiques (MBP,
ECP, EDN, EPO) par dégranulation. Dans certains cas (ankylostomiase, schistosomiase)
la toxicité in vivo de ces produits n’est pas prouvée. En revanche, dans le cas de
Strongyloides, de Nippostrongylus et des filaires, la dégranulation des éosinophiles est
responsable des dommages aux parasites. Elle est souvent précoce et nécessite parfois la
présence d’autres cellules telles que les mastocytes, les macrophages ou les lymphocytes
B (filaires). L’ADCC est un mécanisme de destruction mis en évidence chez les filaires
mais qui concerne certainement d’autres familles de parasites. Les éosinophiles peuvent
aussi étre des cellules intermédiaires, c’est-a-dire essentielles mais non effectrices. Pour
les neutrophiles, ils peuvent étre des CPA (Strongyloides) ou induire la production par
les macrophages de chémoattractants (Lifomosoides, trichinellose). Les éosinophiles
entretiennent aussi des relations interdépendantes avec les mastocytes et les
macrophages dans les filarioses. Enfin, ces granulocytes peuvent avoir des effets
déléteres liés a leur persistance au-dela de ’infestation (diminution de I’apoptose dans la
schistosomiase, 1’angiostrongylose et la trichinellose) ou en relation avec la formation

d’un granulome (schistosomiase, toxocarose).
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La présence des éosinophiles dans le sang et les tissus est liée a la multiplication et la
différenciation de leurs précurseurs (communs aux basophiles), sous le controle des
hématopoiétines, puis a leur migration régulée par une grande diversité de molécules. Les
¢tudes menées sur la structure des €¢osinophiles montrent qu’ils ont la faculté de libérer leurs
produits de dégranulation, en particulier par « dégranulation par bouts ». Certains sont des
protéines toxiques reconnues comme facteurs de destruction de larves de parasites, mais leur
toxicité n’est pas toujours avérée.

Par ailleurs les éosinophiles possedent de nombreux récepteurs membranaires,
témoignant notamment de leur interactivité avec les autres leucocytes. Leur role de CPA et
leur participation a I’ADCC sont des illustrations de leurs roles multiples.

Dans le cadre des parasitoses, les €osinophiles tiennent leur réle d’effecteur (ADCC)
ou d’intermédiaire (CPA) et peuvent aussi participer a la formation du granulome mais leurs
effets ne sont pas toujours identifiés. Il est vrai que les parasites présentent des adaptations,
spécifiques d’une famille voire d’une espece, telles que la variabilité antigénique de surface et
la syntheése de produits d’Excrétion-Sécrétion, rendant difficile d’une part leur étude et d’autre
part I’extrapolation des résultats a I’homme. Enfin nous retiendrons la place prépondérante de
la régulation de leur survie, principalement assurée par I’IL-5.

L’intérét suscité par les €osinophiles est assez récent et en majeure partie attribuable a
son role capital dans 1’asthme. Nous ne pouvons que regretter que cet engouement ne s’étende
pas plus a I’é¢tude de leur participation aux parasitoses. Il semble que le financement des
recherches est I’une des explications de ce constat. En effet, les parasitoses chroniques telles
que les filarioses et la schistosomiase touchent principalement les populations de pays en voie
de développement (Afrique, Asie du Sud-est), alors que les maladies allergiques ont une
incidence ¢élevée dans les pays riches. La compréhension des mécanismes gouvernant la vie
des ¢osinophiles serait utile pour favoriser leur effets bénéfiques et diminuer leurs effets
néfastes, maitrisant ainsi les conséquences de parasitoses chroniques graves et leurs

répercussions sociales et économiques.
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ANNEXE : Classification systématique des parasites cités (d’apres 15).
Phylum : Nematoda Classe : Secernentea
ORDRE SUPERFAMILLE FAMILLE SOUSFAMILLE GENRE ESPECE
. Strongylidae Strongylinae Strongylus vulgaris
Strongyloidea Syngamidae Syngaminae Cyathostoma
Trichostrongylinae | Trichostrongylus
Trichostrongylidae Ostertagiinae Ostertagia ' o;tertagi
. . Teladorsagia circumcincta
Trichostrongyloidea - -
Dictyocaulidae
Strongylida Heligmosomidae
Heligmonellidae Nippostrongylinae [ Nippostrongylus brasiliensis
Metastrongylidae
Metastrongyloidea Angiostrongylidae Angiostrongylus costaricensis
Protostrongylidae
. . Ancylostomatinae | Ancylostoma caninum
Ancylostomatoidea | Ancylostomatidae ceylanicum
Bunostominae Necator americanus
Rhabditidae
venezuelen-
Rhabditida | Rhabditoidea Strongyloididag Strongyloides sis.
stercoralis
ratti
. lumbricoides
- Ascaris
Ascaridinae suum
Ascaridida | Ascaridoidea Ascarididae Toxascaris canis
Toxocarinae Toxocara cati
vitulorum
Spiruroidea Spiruridae
malayi
Spirurida Brugia pahangi
(sous-ordre timori
des Filarioidea Onchocercidae Onchocercinae Wuchereria bancrofti
Spirurina) Litomosoides sigmodontis
volvulus
Onchocerca - -
lienalis
Phylum : Nematoda Classe : Adenophorea
ORDRE SUPERFAMILLE FAMILLE GENRE ESPECE
Mermithida
trichiura
Trichuroidea Trichuridae Trichuris muris
Enoplida vulpis
Trichinellidae Trichinella spllrallls
britovi
Phylum : Platyhelminthes
SOuUs
CLASSE CLASSE ORDRE FAMILLE GENRE ESPECE
Trematoda Digenea Echinostomatida Fasciolidae
Strigeatida Schistosomatidae Schistosoma mansoni
Cestoda Eucestoda Cyclophyllidea Taeniidae
Mesocestoididae
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TITRE : GRANULOCYTE EOSINOPHILE : PHYSIOLOGIE ET IMPLICATION
DANS LES REACTIONS INFLAMMATOIRES PARASITAIRES. ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE.

RESUME :

Les ¢osinophiles ont longtemps été considérés comme des témoins d’une possible infestation parasitaire
mais leur participation dans les mécanismes de défense développés par 1’hote n’a été étudié que récemment.

Dans une premicre partie, les caractéristiques structurales du granulocyte éosinophile sont présentées
ainsi que les mécanismes conduisant a leur recrutement et a leur migration. Les éosinophiles sont des
granulocytes qui participent & I’immunité et qui peuvent libérer sélectivement (« dégranulation par bouts ») ou
non leurs produits de synthése, en particulier les protéines cytotoxiques MBP, ECP, EPO et EDN.

La seconde partie est consacrée a la place des éosinophiles dans les défenses antiparasitaires. La
diversité des parasites est mise en paralléle avec la variabilité des réactions inflammatoires d’origine parasitaire
et il ressort de cette étude que la migration larvaire est la source majeure des réponses impliquant les
éosinophiles. Ils sont principalement recrutés par I’intermédiaire de 1’interleukine-5, puis prennent part a la
séquestration et a la destruction des formes parasitaires.

MOTS CLES : EOSINOPHILE / INFLAMMATION / PARASITE / CYTOKINE /
CHIMIOTACTISME / CYTOTOXICITE / GRANULOME / COOPERATION
CELLULAIRE.

TITLE : EOSINOPHILIC GRANULOCYTE : PHYSIOLOGY AND CONTRIBUTION
TO INFLAMMATORY REACTIONS OF PARASITIC ORIGIN. A REVIEW.

ABSTRACT :

Eosinophils are considered for a long time as witnesses of a potential parasite infection, but their
involvement in the defence mechanisms of their host has been studied only recently.

In the first part, the structural characteristics of the eosinophilic granulocyte are reviewed and the
mechanisms leading to recruitment and migration of the eosinophilic granulocyte are presented. The eosinophils
are granulocytes which take part in immunity and which can release, selectively ("piecemal degranulation™) or
not, their products of synthesis, in particular cytotoxic proteins MBP, ECP, EPO and EDN.

The second part is devoted to the role played by eosinophils in defending against parasites. The
diversity of the parasites is put in parallel with the variability of the inflammatory reactions of parasitic origin.
This study shows that larval migration is the major source of the responses involving eosinophils. They are
mainly recruited via the interleukine-5, and then participate in the sequestration and the destruction of the
parasitic forms.

KEYWORDS : EOSINOPHIL / INFLAMMATION / PARASITE / CYTOKINE /
CHEMOTAXIS / CYTOTOXICITY / GRANULOMA / CELLULAR COOPERATION.
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