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Résumé de thése de doctorat

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la
réponse cellulaire dans la schistosomiase et la pathologie associée

Auteur : Moustapha Mbow

Il est estimé a environ 207 million le nombre de personnes infectées par les
schistosomes a travers le monde. Au Sénégal, la maladie est principalement conscrite au nord
ou Schistosoma haematobium et S. mansoni sont co-endémiques depuis plus de deux
décennies. La schistosomiase peut entrainer chez 1’hote des réactions immunopathologiques
séveres qui, chez le modéle animal, seraient liées aux cellules pro-inflammatoires Th17. La
réaction immunitaire de I’hote peut cependant dépendre de facteurs environnementaux qui
peuvent conditionner les mécanismes effecteurs. Nous nous sommes proposés dans cette
¢tude d’évaluer le profil immunitaire de population rurale vivant en zone endémique aux
schistosomes et d’étudier la réponse immunitaire induite par les antigénes de schistosomes au
cours de I’infection mais les réponses cellulaires associées aux manifestations pathologiques.

A cet effet, les sous-populations de cellules T auxiliaires, les cytokines pro- et anti-
inflammatoires ainsi que ’activation et les phénotypes mémoires des cellules T et B ont été
déterminés chez des sujets sains vivant en zone rurale endémique aux schistosomes et en zone
urbaine du Sénégal et des Pays-Bas. Chez les sujets infectés, I’expression des cytokines
effectrices en réponse aux antigénes de schistosomes ainsi que I’association entre les cellules
T auxiliaires et les atteintes tissulaires chez ’homme et chez la souris ont été déterminées.

Nos résultats ont montré que les sujets vivant en zone rurale présentaient une plus
grande magnitude des réponses T effectrices et mémoires, du profil inflammatoire et de
I’activation immunitaire. L’étude des réponses immunitaires au cours de I’infection et la
morbidité a montré que les antigenes de S. haematobium étaient plus immunogenes que ceux
de S. mansoni et que les atteintes tissulaires au cours de la schistosomiase étaient associées
aux cellules Th17.

La différence d’immunogénicité entre les deux especes de schistosome, dont résulte
probablement la persistance moins longue des signes pathologiques de la schistosomiase a S.
haematobium, pourrait étre déterminante dans la morbidité de la schistosomiase en zone co-
endémique. Nos résultats montrent pour la premicre fois que les cellules Th17 sont associées
aux manifestations immunopathologiques de la schistosomiase humaine. Ces aspects de la
réponse immunitaire pourraient avoir d’importantes implications dans les stratégies
d’intervention, pas seulement pour la schistosomiase, mais aussi pour d’autres maladies.
L’étude de la réponse immunitaire contre les microorganismes devrait cependant prendre en
compte les spécificités environnementales qui auraient un impact dans la réponse effectrice.

Mots clés : Schistosomiase, zone co-endémique, réponse cytokine, cellules Treg, Th17
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Introduction

Introduction

Les schistosomiases ou bilharzioses sont des affections parasitaires dues a
des trématodes hématophages vivant au stade adulte dans le systéme circulatoire
des mammiféres et évoluant au stade larvaire chez un mollusque d’eau douce.
On estime environ a 207 millions le nombre de personnes infectées par les
schistosomes qui sont repartis en six especes pathogenes pour I’homme [1]. La
schistosomiase fait partie des maladies dites « négligées » car bénéficiant de peu
de moyens pour la recherche et pour son contréle, contrairement aux autres

maladies comme I’infection par le VIH, la tuberculose ou le paludisme.

Au Sénégal, la maladie est conscrite au nord, dans certains foyers a 1’est
et du sud du pays. En effet peu de temps apres la construction du barrage de
Diama en 1986, le nord du Sénégal a ¢té confronté a une invasion par S.
mansoni jusque-la méconnue dans la région [2-5]. En quelques années, la
prévalence dans la zone de Richard Toll, épicentre de 1’épidémie, est passée de
0% en 1988 a 75% en 1992 avec une intensité de 1’infection jamais décrite dans
le monde [6]. Les schistosomes sévissent toujours au Sénégal autour du barrage
et dans la localité de Richard Toll ou Schistosoma haematobium et S. mansoni

sont endémiques depuis plus de deux décennies.

Parmi les helminthiases, la schistosomiase est 1’une des principales causes
de morbidité et de mortalité et certaines études ont montré que sa répartition
géographique et son impact sur la santé¢ publique vont au-dela des estimations
officielles [7-9]. La morbidité liée a la schistosomiase mérite une attention
particuliere car les dommages causés au niveau des organes atteints peuvent
persister au-dela de 1’age adulte, méme longtemps aprés I’¢élimination du
parasite. Les obstructions urinaires causées par la bilharziose urinaire sont une

conséquence fréquente de la bilharziose urinaire; les atteintes hépatospléniques
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et gastro-intestinales au décours de la bilharziose intestinale conduisent souvent

a un issu fatal [10-12].

A TD’instar de la plupart des helminthiases chroniques, la schistosomiase
induit une inflammation chronique avec comme conséquence des signes
pathologiques qui peuvent apparaitre de manic€re précoce ou tardive [13-15].
Cependant, certains composants du parasite peuvent réguler la réponse
immunitaire de 1'hote, permettant a long terme la survie du parasite. Le séjour
prolongé du parasite dans I’organisme provoque une stimulation répétée du
systtme immunitaire avec souvent des effets immunopathologiques
principalement causés par le granulome réactionnel développé par I’hdte en
réponse aux ceufs [16;17]. Dans la schistosomiase expérimentale a Schistosoma
mansoni, 1l a ¢ét€ montré que la formation de granulome était associée aux
cellules Th2 [17;18] dont les cytokines IL-4 et IL-13 contribuent au
développement de fibroses par activation des macrophages alternatifs [18;19].
Cependant, du fait que les cellules Th2 sont capables de moduler cette réponse
immunopathologique et participer a la réparation des tissues [20], 'implication
d’autres  sous-populations  cellulaires dans le  développement de

I’immunopathologie sévére serait plus que probable.

Chez ’homme, peu d’études sont menées sur les mécanismes d’induction
de la pathologie au cours de la schistosomiase. Dans la schistosomiase
expeérimentale, le développement de la pathologie sévere serait €troitement liée
aux cellules Th17 qui agiraient de concert avec les cellules Th1 pour induire une
réponse pro-inflammatoire [17;21]. I a aussi €té montré que les helminthes ont
une grande capacité a induire une réponse T régulatrice pour controler les
mécanismes inflammatoires [22;23] dont les cellules Th17 sont supposées
induire. Ainsi au cours de la schistosomiase, 1’orientation préférentielle des

cellules T naives vers le phénotype Treg ou Thl7 pourrait conditionner la
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survenue de réactions pathologiques. La compréhension des mécanismes
impliqués dans la réponse immunitaire et dans la survenue de
I’immunopathologie de la schistosomiase pourrait avoir d’importantes
implications dans les stratégies d’intervention, pas seulement pour la

schistosomiase mais aussi pour d’autres maladies.

Puisque les données immunologiques disponibles proviennent souvent
d’études expérimentales et que l’infection de souris par S. haematobium est
particulierement difficile, nous nous sommes ainsi intéressée a une zone co-
endémique pour pouvoir €tudier les éventuelles interactions entre Schistosoma

haematobium et S. mansoni dans la réponse immunitaire.

Bien que des signes de morbidité puissent survenir chez les sujets
infectés, la réaction immunitaire de 1’hdte vis-a-vis des parasites peut
grandement dépendre de la zone d’endémie. En effet les différents
environnements résultant du mode de vie ou de I’exposition aux
microorganismes ont un impact sur le syst¢tme immunitaire et peuvent par
conséquent conditionner les mécanismes effecteurs vis-a-vis d’un méme

pathogéne.

Nous nous sommes proposée dans ce travail de déterminer le profil
immunologique de population rurale vivant en zone endémique aux
schistosomes, d’étudier les réponses effectrices aux antigenes des deux
principales especes de schistosome présentes dans cette zone et d’évaluer
comment évolue I’équilibre entre les cellules T auxiliaires pro- et anti-
inflammatoires dans la pathologie survenant au cours de la maladie. Puisque
chez I’homme nous ne pouvons accéder qu’au sang périphérique, nous avons
aussi utilis¢é un modéele animal pour vérifier si les résultats obtenus au niveau

périphérique se refléteraient au niveau des tissus.
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Cette étude a été réalisée en collaboration entre 1’Unité d’Immunologie du
laboratoire de Bactériologie et Virologie du Centre Hospitalier National
Universitaire Aristide le Dantec, le service de parasitologie du Département des
Sciences Biomédicales de I’Institut de Médecine Tropicale (IMT) d’Anvers
(Belgique) et le département d’Immunité cellulaire du service de Parasitologie
du Centre Médicale de I’Universit¢ de Leiden (Pays-Bas) ou les tests
immunologiques chez I’homme ont été réalisés. Les investigations chez la souris
ont ¢té réalisées au Département de Parasitologie de I’Université de Médecine

de Turfs de Boston aux Etats Unis.
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1. Généralités sur les schistosomes

1.1. Rappel sur les helminthes

Le terme « helminthe », wutilis¢é pour regrouper des parasites
¢cologiquement similaires, dérive du grec qui signifie «ver» [24]. Il a été
documenté des cas d’helminthiases datant des temps les plus anciens de notre
histoire. En effet, des ceufs d’helminthes intestinaux ont été retrouvés dans les
matiéres fécales d’hommes momifiés datant de plusieurs milliers d'années
[25;26] et de nombreuses manifestations cliniques de I’infection datant des
temps anciens ont ¢été retrouvées dans les écrits d’Hippocrate («Egyptian
medical papyrus») et dans la Bible [25]. Les helminthes ont méme en quelque
sorte modifi¢ le cours de l'histoire moderne en particulier au XXe siécle en
Chine pendant la guerre froide, lorsque le schistosome est connu comme «la
douve du sang qui a sauvé Formosa» [27] car la schistosomiase aigué qui
sévissait dans les troupes chinoises interrompit 1’assaut de Mao sur Taiwan
(historiquement connu sous le nom de Formose), assez longtemps pour que les

navires américains entrérent dans le détroit de Taiwan [28].

Il existe une diversit¢ impressionnante d’hotes vertébrés des
helminthes qui sont regroupés a des dizaines voire des centaines de taxons
différents. Leur cycle peut étre direct par la transmission d'un héte a l'autre,
faisant intervenir différents stades de développement a travers différentes
especes hotes. Les helminthes adultes ont une grande taille par rapport aux
agents pathogenes microbiens, variant de quelques centaines de microns a
quelques dizaines de metres de long. Le temps relativement court de leur
maturation (une conséquence de leur taille) et la nécessit¢ pour 1’hote de
compléter leur cycle de développement implique qu’une croissance
exponentielle comme celle observée avec les bactéries ou les virus est tres
limitée [16]. Bien que beaucoup de microorganismes représentent une menace

pour 1’hdte avec une réponse pro-inflammatoire parfois sévere, les helminthes
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semblent étre capables d’atténuer la réponse immunitaire par une forte

composante régulatrice [29].

Il existe deux principaux phyla d’helminthes:
v Les nématodes (aussi appelés vers ronds) qui englobent la plus grande
partie des parasites intestinaux (surtout les géo-helminthes) et les filaires

qui sont a I’origine de la filariose lymphatique et 'onchocercose [30].

v" Les plathelminthes (ou vers plats) qui incluent les douves tels que les
schistosomes (trématodes) et les cestodes tels que le ténia du porc qui est

a l'origine de la cysticercose [30].

En 1947, Norman Stoll avait publi¢ un document historique intitulé « This
wormy word » dans lequel il entreprit d'évaluer le nombre de personnes infectées
par les helminthes a travers monde [31]. Plusieurs estimations ont par la suite
confirmé les observations initiales de Stoll, estimant a des centaines de millions
le nombre de personnes porteuses de ces parasites [32;33]. Aujourd'hui, on
estime qu’environ un tiers des trois milliards de personnes vivant avec moins de
deux dollars US par jour dans les régions en développement de 1'Afrique sub-
saharienne, d'Asie et des Ameériques est infect¢ par un ou plusieurs types
helminthes [34]. Les plus fréquentes helminthiases sont [’ascaridiase, la
trichocéphalose et I’ankylostomiase, suivies par la schistosomiase et la filariose

lymphatique.

La schistosomiase appartient au grand groupe des maladies dites
négligées car, contrairement a 1’attention particuliere portée aux maladies telles
que I’infection par le VIH, la tuberculose ou le paludisme, elle bénéfice de peu

de moyen pour la recherche et pour son contrdle.
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1.2. Caractéristiques des différentes espéces de schistosomes

Les schistosomiases ou bilharzioses sont des affections parasitaires dues a
des trématodes, vers plats, a sexes séparés, hématophages, vivant au stade adulte
dans le systéme circulatoire des mammiferes et évoluant au stade larvaire chez
un mollusque d’eau douce. On répertorie environ 207 millions de cas de
bilharzioses dans le monde ; et six especes de schistosomes pathogeénes pour

I’homme sévissent a 1’état endémique dans trois continents [35].

1.2.1 Schistosoma haematobium

Schistosoma haematobium est I’agent de la bilharziose uro-génitale. Chez
I’homme, les vers adultes manifestent un tropisme ¢électif pour les plexus
veineux peéri-vésicaux et péri-rectaux. La femelle pond ses ceufs a éperon
terminal, en paquet, dans les parois rectales et vésicales ; certains ceufs sont
¢liminés essentiellement par les urines mais beaucoup restent dans les tissus
avoisinants (granulomes) ou ils sont parfois embolisés a distance. La longévité
de S. haematobium est de plus de 10 ans et ’homme est le seul réservoir du
parasite. Les hotes intermédiaires sont des mollusques appartenant le plus

souvent aux genres Bulinus et Physopsis [36;37].

La bilharziose a S. haematobium sévit dans toute I’ Afrique, Madagascar
(cote ouest), I’lle Maurice. 1l existe quelques foyers sur les alentours du Bassin
Méditerranéen (Maghreb) et dans le Proche Orient. L’ Amérique en est indemne

[38].

1.2.2. Schistosoma mansoni
C’est I’agent de la bilharziose intestinale et parfois hépatosplénique. Les
schistosomes adultes vivent dans les plexus veineux mésentériques inférieurs.
La ponte des ceufs a surtout lieu dans la paroi intestinale et les ceufs a éperon

latéral s’embolisent souvent dans le foie ou la rate [37].
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La longévité de S. mansoni est de plus de 10 ans (34 ans chez un malade).
L’homme est le principal réservoir du parasite mais pas le seul ; une trentaine
d’espeéces animales (rongeurs) ont été¢ retrouvées spontanément infestées. Les
hotes intermédiaires de S. mansoni sont des planorbes appartenant a divers

genres et especes [37].

La bilharziose a S. mansoni est la plus répandue des schistosomiases dans
le monde et présente une importante extension en Afrique tropicale. On la
retrouve aussi sur la cote Est de Madagascar. C’est la seule bilharziose

américaine. Elle touche les Antilles et I’Amérique du Sud ou elle fut importée

[37].

1.2.3. Schistosoma japonicum
C’est I’espece la plus pathogene pour I’homme et détermine la redoutable
bilharziose artério-veineuse. Chez 1’homme, les vers adultes vivent
essentiellement dans les plexus veineux mésentériques supérieurs mais des
couples erratiques peuvent loger ailleurs, notamment dans les artéres

pulmonaires. La ponte est particulierement abondante (2. 000 a 3. 000 ceufs par

jour) [39].

La longévité de Schistosoma japonicum ne dépasse guere 5 ans. Ce ver
détermine une anthropozoonose qui affecte ’homme et de trés nombreux
animaux sauvages et domestiques. Les hotes intermédiaires sont des

Oncomélanies [37].

La bilharziose a S. japonicum est strictement asiatique. Elle sévit en

Chine, a Taiwan, aux Philippines, aux Cé¢lebes (Sulawesi). Eradiquée au Japon,
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elle ne garde de ce pays que son nom.

1.2.4. Schistosoma mekongi
Schistosoma mekongi, strictement asiatique, est également trés
pathogeéne; sa morphologie est semblable a celle de S. japonicum. Son hote
intermédiaire est un mollusque appelé Tricula aperta, plus petit que les
Oncomélanies et ne survit pas a la sécheresse. Il existe des foyers limités en

Thailande, aux confins du Laos et du Cambodge [40].

1.2.5. Schistosoma intercalatum et S. guineensis
Agents de la bilharziose rectale, S. intercalatum et S. guineensis sont tres
proches morphologiquement mais présentent des répartitions géographiques
différentes. Les vers adultes vivent essentiellement dans les plexus veineux péri-
rectaux. Leur longévité est assez mal connue ; leurs hotes intermediaires sont

des bulins (Bulinus africanus et B. globosus) [37].

Ces deux bilharzioses sévissent en Afrique €quatoriale et de 1’Ouest :
République Démocratique du Congo pour S. intercalatum ; République
Centrafricaine, République Démocratique du Congo, Guinée ¢équatoriale,

Cameroun, Gabon, Nigéria, Angola, Tchad et Sao Tomé pour S. guineensis [37].

1.3. Cycle évolutif des schistosomes

Le cycle évolutif des six especes de schistosome est identique dans ses
grandes lignes et nécessite I’intervention obligatoire d’un hote intermédiaire, un
mollusque d’eau douce. Les femelles, localisées selon 1’espece dans les fines
ramifications veineuses de 1’intestin ou de la vessie, pondent des ceufs qui, par
effraction, tombent dans la cavité¢ de I’organe et sont éliminés par les selles (S.
mansoni, S. japonicum, S. mekongi, S. interculatum, S. guineensis) ou par les

urines (S. haematobium) (Figure 1). Si les ceufs sont stoppés dans leur

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la réponse cellulaire dans la schistosomiase et la
pathologie associée



Chapitre 1: Généralités sur les schistosomes

progression par les défenses de 1’organisme ou s’ils sont pondus dans des
organes pleins (foie, poumon,...), il n’y a pas d’évolution et on retrouve les ceufs
calcifiés en coupe histologique [41]. Si, par contre, les ceufs sont rejetés dans le
milieu extérieur et si les conditions sont favorables (pH voisin de la neutralité et
température comprise entre 18°C et 33°C), au contact de I’eau douce, ils libérent
une forme larvaire ciliée, le miracidium (dont la durée de vie est courte :
quelques heures), qui doit nager a la recherche du mollusque spécifique de

I’espece de schistosome [42].

Au niveau de I’hépato-pancréas du mollusque, lorsque la température est
adéquate (30°C), les formes larvaires donnent les sporocystes de stades I et II.
L’¢évolution larvaire chez le mollusque demande un mois. Du mollusque, sort la
forme ultime de I’évolution larvaire : la cercaire. Par phénomene de
polyembryonnie, un miracidium donne des milliers de cercaires. Cette cercaire
mesure 0,5 mm, possede une « queue » bifide (furcocercaire) et circule dans
I’eau, préte a pénétrer par voie transcutanée dans toute partie du corps humain
immergee (la contamination par voie buccale reste cependant une éventualite

tres rare) [43;44].

La durée de survie des furcocercaires est courte (seulement quelques
heures) et c’est par chimiotactisme que celles-ci sont attirées et pénétrent par
effraction dans les téguments de 1’hote définitif. Dés que les furcocercaires sont
fixées, elles se séparent de leur « queue » et la partie antérieure ou
schistosomule est entrainée par la voie lymphatique dans la grande circulation.
A partir de la 48¢me heure, et pendant plusieurs jours, elles sont dans les
capillaires pulmonaires puis gagnent le ccoeur. Par Dintermédiaire de la
circulation abdominale et des veines du systéme porte, les parasites parviennent
au foie ou ils deviennent adultes vers le 2eéme mois. Apres accouplement, les

vers remontent la circulation porte a contre-courant. Les femelles fécondées se
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séparent alors des males et s’engagent, selon un tropisme particulier a chaque
espece, dans les fines ramifications viscérales d’un territoire veineux déterminé

ou elles déposent leurs ceufs [43;44].

Figure 1 : Cycle évolutif des schistosomes (adaptée de « Centers for Disease Control and
Prevention (CDC). 800-CDC-INFO » [45]). 1) Les ceufs de schistosomes sont éliminés par les
urines ou les selles et si les conditions sont favorables, 2) ils éclosent et libérent les
miracidiums dans ["au. 3) les miracidiums pénétrent alors dans ['héte intermédiaire qui est
le mollusque ou ils peuvent se développer en 4) sporocystes puis en 5) cercaires. 6) Les
cercaires libérées dans |"au infectent |""homme par pénétration dans la peau de ['hote et, en
perdant leur queue, T) deviennent des schistosomules. A travers la circulation sanguine, 8, 9)
les schistosomules migrent vers les tissus et finissent leur maturation dans les veines. 10) Les
vers adultes résident alors dans les veinules mésentériques de divers tissus et la localisation
dépend de ['espece : A) veines mésentériques du petit intestin pour S. japonicum, B) veines

mésentérique supérieurs du gros intestin pour S. mansoni; cependant, ces localisations sont
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interchangeables pour les deux espéces. C) S. haematobium quant a lui réside le plus souvent
au niveau du plexus veineux de la vessie mais peut aussi atteindre les veinules rectaux. Les
vers femelles pendent des ceufs au niveau des veinules du systeme portal et péri-vésical et les
ceufs sont progressivement entrainés vers la lumiere de ["inestin pour S. mansoni et S.

Jjaponicum et la vessie et les ureteres pour S. haematobium.

1.4. Epidémiologie de la schistosomiase

Au cours des 60 derniére années, des centaines de millions de cas
d’infections parasitaires ont été rapportés a travers le monde [32;46] avec une
grande part d’helminthiases souvent associées a des morbidités séveres [47].
L’OMS estime a 207 millions le nombre de personnes infectées a travers le
monde [48] dont la plupart se trouvent en Afrique, en Amérique du Sud et Sud
Est de I’Asie [49]. Et selon certaines prévisions, 800 millions de personnes
seraient a risque de contracter ces maladies [32], particulicrement en Afrique
Sub-saharienne ou elles sont souvent associées a d’importants signes de

morbidité [49;50].

L'ankylostomiase et la schistosomiase peuvent causer durant la grossesse,
une prématurité néonatale, la réduction du poids de naissance du nouveau-né et
'augmentation de la morbidité et la mortalité¢ maternelle [29]. Ces helminthiases
sont également d'importants déterminants de la réduction de la productivité
surtout en milieu rural car la chronicité qui s’y est associée peut étre invalidante

[51-53].
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Figure 2 : Distribution de la schistosomiase a travers le monde [54] : L "4rique reste le
continent le plus touché avec des prévalences tres plus fortes pouvant dépasser 50% dans
certaines régions de |"Et et de |"Oueat. On rencontre cependant dans le continent Africain
certains foyers (au nord et au sud) qui présentent de faibles prévalences ; la transmission est

controlee dans de rares cas.

La répartition géographique des bilharzioses est tres étendue. En Afrique,
on estime a cent de million le nombre de personnes atteintes par la bilharziose a
S. haematobium. Les principales zones d’endémie sont la vallée du Nil, I'Afrique
intertropicale, notamment 1'Afrique de 1'Ouest et du Sud. Elle sévit ¢galement au
Maghreb en petits foyers, a Madagascar et aux Iles Maurice. Au Yémen, au

Moyen-Orient et en Inde subsistent des foyers limités [7].
La bilharziose a S. mansoni atteint environ 60 millions d'individus. En

Afrique, elle se rencontre en Egypte, en Afrique de I'Est, du Sud et de I'Ouest.

Elle est également retrouvée en Amérique latine.
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S. japonicum sévit en Chine, a Taiwan, au Japon, en Corée, aux
Philippines tandis que S. mekongi est retrouvé dans des petits foyers le long du
fleuve Mekong. S. intercalatum quant a lui est uniquement retrouvée en Afrique

principalement en Afrique centrale [31].

Les premieres enquétes sur la bilharziose remontent en 1952 [55]. Les
régions les plus touchées par cette affection étaient celles de 1’Est, du Sud-Est et
de la vallée du fleuve Sénégal ou la bilharziose urinaire était endémique.
D’autres foyers de la bilharziose urinaire existent au niveau des oasis de la
Mauritanie et des barrages au Sénégal [56]. Selon les données disponibles, les
premiers cas de la Bilharziose intestinale a S. mansoni remontent a I’année 1994
avec l’installation du barrage de Diama, entrainant la focalisation de la
parasitose dans le delta du fleuve Sénégal sous forme d’endémie [57]. Parmi les
facteurs potentiels d’extension des bilharzioses en Mauritanie et au Sénégal, on
note la construction du barrage de Diama ainsi que la multiplication des projets

d’aménagement hydro-agricoles sur la rive droite du fleuve Sénégal.

Nous avons récemment conduit une étude de surveillance cross-
sectionnelle au nord du Sénégal pour mieux comprendre 1’épidémiologie des
infections aux schistosomes dans cette région. Nos résultats avaient montré des
prévalences de 61% et 50%, pour S. mansoni et S. haematobium
respectivement, et plus de 50% d’infection mixte (co-infection par les deux
especes) [58]. De plus la co-infection €tait associ€e a une plus forte intensité de
I’infection. Que ce soit I’infection mixte ou par une seule des espéces de
schistosome, la prévalence était plus élevée chez les enfants avec un pic a
I’adolescence qui déclinait ensuite avec 1’age ; cette diminution de la prévalence
avec ’age était plus marquée pour la schistosomiase a S. haematobium que S.
mansoni [58]. Cette évolution de la prévalence et de I’intensité de I’infection

avec I’age mérite une considération particuliere car pourrait avoir un impact
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non négligeable sur les mécanismes de protection de la schistosomiase en zone

co-endémique.

Dans les pays en voie de développement, il y a souvent une co-endémicité
entre les helminthiases le paludisme [34;38;59] ou VIH/SIDA [34;60] avec
comme conséquences une synergie des morbidités [38] et 'augmentation de la
transmission par d’autres maladies [34;38;59]. Toutefois, les outils actuellement
disponibles pour le contrdle des infections parasitaires sont limitées avec peu de
molécules (Albendazole, Oxamniquine, le Praziquantel et I’Ivermectine) sont
développés pour traiter les helminthiases [61]. Avec le Di¢thylcarbamazine et le
M¢ébendazole, ces médicaments représentent pres de l'ensemble de la
pharmacopée de la lutte contre ces infections qui sont les plus courantes dans le
monde. Ce manque de médicaments anthelminthiques par rapport a d’autres
infections reflete la modeste motivation des marchés commerciaux pour le
développement de traitement contre les helminthes. En effet, les helminthiases
sont considérées comme des maladies tropicales négligées qui recoivent moins
de 1% des fonds alloués a la recherche mondiale [50]. Et en dépit de cet état de
fait, les récentes avancées moléculaires et immunologiques ont permis de
montrer que les helminthes sont une source riche de molécules
immunorégulatrices dont une meilleure connaissance de leurs mécanismes
d’action pourraient étre d’un apport considérable de le domaine de la

biomédecine [62].

1.5. Physiopathologie de la schistosomiase

La plupart des infections par les helminthes entrainent une inflammation
chronique avec comme conséquence chez I’homme des signes pathologiques qui
peuvent apparaitre de maniere précoce ou tardive [13-15]. La schistosomiase est
I’une principale causes de morbidité et de mortalité parmi les helminthiases et

certaines études montrent que sa répartition géographique et son impact sur la
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sant¢ publique vont au-dela des estimations officielles [7-9]. Les cas de
morbidité liés a la schistosomiase méritent une attention particuliére surtout dans
les zones rurales des pays en voie de développement ou sa forte prévalence pose
un probléme socio-économique et de santé publique [63]. Pour la plupart des
parasites a tropisme tissulaires, les dommages causés au niveau des organes
atteints peuvent persister au-dela de 1’dge adulte longtemps méme apres
I’¢limination du parasite. Les obstructions urinaires causées par la bilharziose
urinaire sont des conséquences fréquentes de I’infection; et les affections
hépatospléniques et gastro-intestinales au décours de la bilharziose intestinale

conduisent souvent a un issu fatal [10-12].

La pathologie induite au cours de la schistosomiase est principalement
due a un granulome réactionnel développé en réponse a I’accumulation des ceufs
de parasite [10;19;29]; et la sévérité de la maladie est associ¢e a I’intensité et a
la durée de I'infection. Le ver adulte réside en effet au niveau de la veine
portale. Quelques-uns de ceufs sont libérés a travers les selles tandis que d’autres
restant au niveau de l’organise sont entraineés par le flux sanguin vers les
capillaires pré-sinusoides ou ils entrent dans la formation du granulome. Les
ceufs sont alors détruits par le granulome qui va séquestrer les antigenes

pathogéniques avec comme conséquence une fibrose tissulaire [29].

La plupart des signes pathologiques se développent en effet au niveau des
sites ou 1’accumulation des ceufs est importante tels que le foie dans le cas de
Schistosoma mansoni et au niveau du tractus urinaire avec le Schistosome
haematobium [10]. Cependant, il existe des localisations atypiques telles que la
peau, les poumons, le cerveau, les muscles squelettiques... [11]. Pour des
raisons non encore ¢lucidées, les enfants tendent a avoir une plus grande charge
de parasites intestinaux par rapport aux adultes, avec comme conséquence un

retard de la croissance, une diminution des conditions physiques et un retard
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cognitif [64;65]. Ceci pourrait résulter de phénomenes physiologiques ou étre lié
a une immaturité des fonctions de reconnaissance, effectrices et/ou mémoires

des cellules immunitaires de I’enfant [66].

1.5.1. Physiopathologie de la schistosomiase aigué

La schistosomiase aigué€ est similaire aux trois principales especes et est
caractérisée par une dermite due aux cercaires et un syndrome de Katayama
[11;67]. Pour S. mansoni et S. haematobium, cette phase aigué est la méme chez
tous les individus exposés pour la premicre fois [10;67] tandis que pour S.
japonicum, elle est associée a des manifestions séveres et persistantes qui
peuvent rapidement évoluer vers [’hépatosplénomégalie et 1’hypertension
portale [10;67;68]. La dermite est une hypersensibilité de type IgE en réponse a
la pénétration des cercaires et est caractérisée par des l1€sions maculo-papuleuses
et des éruptions prurigineuses qui peuvent persister plusieurs jours [10;11;67].
La dermite survient de maniere inconstante chez les sujets en zone endémique
mais restent fréquents chez les sujets neufs [10]. Le syndrome de Katayama
quand a lui est une hypersensibilit¢ par complexe immun en réponse a la
migration des schistosomules et la libération précoce des ceufs [10;67]. La

migration des vers juvéniles peut aussi entrainer des syndromes abdominaux

[10:67].

1.5.2. Physiopathologie de la schistosomiase chronique
Les manifestations chroniques sont variables et dépendent de Ila
localisation anatomique des schistosomes. Dans le cas des schistosomiases a S.
mansoni et S. japonicum, on assiste a une hépatosplénomégalie tandis la forme
chronique de la schistosomiase a S. haematobium est caractérisée par des
atteintes du tractus urinaire [10;67]. Ces manifestations peuvent étre plus

complexes en cas de co-infection par plusieurs especes de schistosomes [11;69].

17

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la réponse cellulaire dans la schistosomiase et la
pathologie associée



Chapitre 1: Généralités sur les schistosomes

1.5.2.1. Les atteintes hépatiques, spléniques et gastro
intestinales

Ces sont des manifestations graves liées a la schistosomiase a S. mansoni
et sont caractérisées par une hépatosplénomégalie, une fibrose périportale, une
hypertension portale, des accumulations d’ascites et des varices cesophagiennes
[63;70]; la progression vers I’hépatosplénomégalie varie entre 5 et 15 ans [10].
Les manifestations gastro-intestinales sont causées par une réponse
granulomateuse aux ceufs au niveau de la muqueuse intestinale, conduisant a des
pseudoplypes, des ulcérations et des saignements superficiels [11]. La
splénomégalie quant a elle est due aux ceufs de schistosome au niveau des
sinusoides hépatiques aboutissant au développement de granulomes.
L’inflammation associ¢e au granulome conduit a un exces de dépot de collagéne
et d’autres composants de la matrice du granulome au niveau du foie ; ceci est a
I’origine de la fibrose périportale et de 1’occlusion progressive de la veine porte.
Cette occlusion de la veine porte about au développement d’hypertension
portale, de splénomégalie, a des ascites, des varices et des saignements gastro-
intestinaux [10;11]. L’anémie associ¢e a la schistosomiase résulte des pertes de
sang suite aux hématuries, aux saignements viscéraux et intestinaux et aux

facteurs hémolytiques produits par les schistosomes [71].

1.5.2.2. Les atteintes du tractus uro-génital

Elles sont spécifiques de I’infection par S. haematobium et résultent du
dépdt d’ceufs de schistosomes sur les parois de la vessie et des ureteres. Ce
phénomene conduirait, lors de [’infection chronique, a la fibrose et a la
calcification de la vessie et des ureteres qui est la manifestation typique de la
colique rénale et de 1I’hydronéphrose [10;11;72]. Ces manifestations peuvent
aboutir a la défaillance rénale qui peut souvent se compliquer par une super-
infection bactérienne secondaire [10;11]. La schistosomiase urogénitale peut

étre caractérisée chez ’homme par une hématospermie et peut aussi affecter
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I’épididyme, les testicules et la corde spermatique [10]. Chez la femme, le
granulome peut se loger dans la vulve ou le vagin, entrainant des lésions
ulcéreuses qui sont des facteurs de risque pour les maladies sexuellement
transmissibles comme le VIH [10]. L’atteinte de I’utérus, des tubes de Fallop ou
des ovaires est rare mais la cicatrice fibrotique induite par la réponse du

granulome peut conduire a I’infertilité.

1.5.2.3. Aspects génétiques
Plusieurs études ont montré que des différences génétiques au niveau du
locus du CMH et d’autres régions de geénes sont corrélées a I’intensit¢ de
I’infection et la sévérit¢ de la fibrose hépatique [73-75]. Chez des souris
infectées par S. mansoni, il a ¢t€ montré que les réponses immunitaires contre la
schistosomiase €taient aussi fonction des caractéristiques génétiques des souches

de souris [76].
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2. Généralités sur les cellules T auxiliaires

Les lymphocytes T CD4" (T « helper » ou T auxiliaires) présentent une
grande hétérogénéit¢ fonctionnelle avec différents profils caractérisés par la
sécrétion de cytokine(s). Les premiers lymphocytes auxiliaires effecteurs ont été
identifiés par Mosmann et Coffman [77] qui avaient proposé 2 sous-populations
distinctes, a savoir les cellules Thl et Th2, caractérisées par un profile
cytokinique et des fonctions effectrices distincts [77]. Cependant, cette
dichotomie Th1/Th2 a par la suite été revue a la lumicre d’investigations mettant
en évidences une troisieme sous-population de cellule T auxiliaire, les cellules
Th17, qui joue un role déterminant dans les processus inflammatoires [78;79].
Agissant en contrebalance, les cellules auxiliaires T régulatrices (Treg) viennent
réguler ’hyper-activation des cellules T [80;81]. D’autres sous-populations de
cellules T auxiliaires dont le role et/ou les caractéristiques demeurent moins

connues ont aussi été identifiées.

2.1. Les cellules T auxiliaires 1 et 2 (Th1 et Th2)

Les cellules Thl, controlées par le facteur de transcription T-bet, sont
caractérisées par leur production 'IFN-y mais aussi de TNF-a, de TNF-B et
d’IL-2 [77]. 1l est classiquement admis que les lymphocytes Thl sont les
principales cellules effectrices de la réponse contre le pathogenes intracellulaires
(virus, bactéries et parasites intracellulaires). En effet, I'IFN-y permet
I’activation des macrophages et augmente leur activité phagocytaire ; il permet
aussi ’expression des CMH-I et II, I’induction d’IL-12, d’oxyde nitrique (NO)
et la production d’anion superoxide qui sont importants pour I’¢limination des
pathogenes intracellulaires [82]. L'IFN-y favorise aussi la commutation
isotypique des immunoglobulines en IgG2a et IgG3 chez la souris,
correspondant probablement aux IgGl et 1gG3 chez 'Homme [83]. L’IgG
produit va en effet se fixer sur le récepteur Fc-y et au complément, entrainant

I’opsonisation et la phagocytose de certains pathogenes.
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Cependant, les cellules Thl peuvent aussi provoquer des réactions
d'hypersensibilité retardées au cours desquelles I’'IFN-y et le TNF-f induisent
une forte inflammation et des Iésions tissulaires. De plus, les cellules Thl
peuvent acquérir des capacités cytolytiques suite a 1’expression de FasL a leur

surface.

Figure 3 : Mécanismes d’activation des celles Th1 (adaptée New Sciences Press 2007). Les
cellules présentatrices d'antigenes, activées a la suite de présentation de peptides microbiens
exogenes aux celles Thl, assurent le recrutement et |"adivation des cellules de " imnunité
innée mais fournissent aussi le « troisieme » signal aux lymphocytes Thl pour ['entretient

leurs fonctions effectrices et la différentiation en cellules mémoires.

21

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la réponse cellulaire dans la schistosomiase et la
pathologie associée



Chapitre 2: Généralités sur les cellules T auxiliaires

Cependant, le role des cellules Thl qui a été décrit dans de nombreux
syndromes auto-immuns comme la sclérose en plaques, le diabéte et le lupus
s’est vu étre revu suite a la suite de la découverte des cellules Th17 qui auraient

un role plus prépondérant dans ces maladies [78].

Les lymphocytes Th2, controlés par le facteur de transcription GATA3,
produisent I’'IL-4, I'IL-5, I'IL-13, I'IL-25 et I’'[L-33 et sont impliqués dans
I'élimination des pathogeénes extracellulaires comme le toxoplasme, les
leishmanies ou encore les parasites intestinaux [84]. L’IL-4, principale cytokine
de ces cellules Th2, favorise la commutation isotypique des immunoglobulines
en IgE qui joue un réle important dans la dégranulation des mastocytes [85;86].
Les cellules Th2 « aide » aussi les lymphocytes B a produire la sous-classe 1gG1
chez la souris (et son homologue IgG4 chez ’homme) qui peuvent se fixer sur le
complément [85;86]. L’IL-5 quant a elle est la principale cytokine responsable

de la différenciation, de I’activation et du recrutement des éosinophiles [86].

A D’instar de I’'IL-4, I’IL-13 stimule la croissance et la différentiation des
lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’IgE. Cependant, les lymphocytes
Th2 peuvent aussi €tre a I’origine de maladies allergiques. En effet, les IgE et les
mastocytes dérivant de 1’activation des cellules Th2 spécifiques d’allergenes
peuvent entrainer des réactions allergiques et de I’asthme [87;88]. Il a été
montré que les individus atteints d’atopie sévere ont des taux élevés d’IgE
spécifiques d’allergénes qui étaient fortement corrélés aux cellules Th2

spécifiques des allergenes en cause [87].

Le développement de ces sous-populations cellulaires (Thl et Th2) est
mutuellement antagoniste. En effet, I'IFN-y bloque la différentiation des Th2
par inhibition de la production d’IL-4, et réciproquement [89]. Une

amplification positive s’établit alors pour une des deux sous-populations,
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résultant en une polarisation fonctionnelle de la réponse immunitaire selon les

cytokines présentes dans le microenvironnement cellulaire [90].

Figure 4 : Réponses effectrices des cellules Th1 et Th2

2.2. Les cellules T auxiliaires 17 (Th17)

La découverte des cellules Th17 (lignée des cellules CD4" qui produisent
IL-17 et controlées par le facteur de transcription ROR-yt) mit fin au dogme de
la médiation de I’'immunopathologie des syndromes inflammatoires et maladies
auto-immunes par les cellules Thl [91]. Ces cellules apparaissent primordiales
dans la protection contre les infections par les bactéries intracellulaires et les
infections fongiques et jouent un rdéle important dans le recrutement et
l'activation des cellules de I’'immunit¢ innée comme les polynucléaires

neutrophiles [92].

Les lymphocytes Th17 produisent I’'IL-17A et IL-17F ainsi que d’autres

cytokines plus ou moins spécifiques de cette lignée cellulaire telles que I’IL-21,
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I’TL-22, I’IL-26, le TNF-a et I’IL-10 [93;94]. L’IL-17 a essentiellement pour
cible les cellules épithéliales sur lesquelles elle favorise la production de
facteurs de croissance G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor), de
chimiokines (CXCL1, CXCL2, CXCLS5 et CXCLS8) et de mucines [95]. Dans
certains mode¢les, I’IL-17A induit aussi la production de B-défensines et de
CCL20 [96]. Les lymphocytes Th17 participent ainsi au niveau des épithéliums
a la défense contre les bactéries extracellulaires, notamment Klebsiella

pneumoniae [97].

Les réponses effectrices Th17 sont aussi associées aux maladies auto-
immunes telles que la sclérose en plaques, le psoriasis et la maladie de Crohn
[98]. En effet au cours des syndromes inflammatoires, L’IL-17A favorise le
recrutement, I’activation et la migration des neutrophiles par la production de
facteurs de co-stimulation mais aussi 1’expression de CXCL8 par les
macrophages [78]. Les autres cytokines produites par les cellules Th17 telles
que ’IL-17F, IL-21, IL-22 peuvent aussi activer les cellules mononuclées pour
induire ou maintenir ’inflammation. Du fait leur capacité a recruter les
neutrophiles, les cellules Th17 apparaissent ainsi primordiales dans 1’élimination

des pathogénes extracellulaires [99].

2.3. Les cellules T régulatrices (Treg)

L’idée de la régulation du systéme immunitaire avait ¢t€¢ proposée il y a
plus de 35 ans et il a fallu plus de deux décennies plus tard pour caractériser leur
phénotype et établir leur réle dans le contrdle des cellules T auto-réactives. Les
cellules T régulatrices agissent en contrebalance pour protéger I’hote contre les
réponses cellulaires excessives ou les lymphocytes T auto-réactifs et en inhibant
les réponses auto-immune grace a I’[L-10 et le TGF-B. Ces cellules sont
capables de réprimer ’expression du CMH de classe I, d’inhiber les molécules

d’adhésion et de co-stimulations essentielles pour I’initiation de réponse
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immunitaire [100], d’empécher la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par
les cellules T et les monocytes/macrophages et de moduler la capacité de co-
stimulation des cellules présentatrices d’antigenes [100]. La synergie de tous ces

mécanismes aboutit ainsi a un état anergique des cellules T [101;102].

Les cellules Treg présentent le phénotype CD4'CD25" et peuvent étre
divisées en cellules T régulatrices naturelles (nTreg) et inductibles (iTreg) [103].
Les cellules Treg naturelles se développent au niveau du thymus en exprimant
un répertoire varié de récepteurs de TCR de haute spécificité pour les antigénes
du soi [104]. Elles sont caractérisées par 1’expression du facteur de transcription
FOXP3 et sont recrutées apres sélection au niveau du thymus [29]. Les iTreg
n’expriment pas le FOXP3 et se développent au niveau périphérique par

activation des cellules effectrices [29].

Il a été montré chez la souris que la stimulation des cellules CD4 " naives
par le TGF-f et I’'IL2 entrainait leur différentiation en cellules Treg exprimant le
FOXP3 et possédant des fonctions suppressives [105;106]. Chez 1’homme
cependant, I’acquisition du FOXP3 par les cellules T apres stimulation du TCR
en présence de TGF-B ne s’accompagne pas de fonction régulatrice [107],
suggérant ainsi que le mécanisme d’action des cellules Treg inductibles pourrait
ne étre restreint & la production de cytokines suppressives. En effet chez
I’homme, les iTreg (cellules T CD4'CD45RA" stimulées avec des anticorps
spécifiques anti-CD3 et anti-CD46) expriment le granzyme B et possedent des
propriétés cytotoxiques dépendantes de la perforine [108]. Contrairement aux
nTreg, ’action des iTreg est souvent restreinte a des types de cellules
particuliers, aux antigénes des tumeurs et antigénes du non soi [22]. Ainsi, les
1Treg seraient les cellules régulatrices adéquates pour répondre aux agents

pathogenes.

25

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la réponse cellulaire dans la schistosomiase et la
pathologie associée



Chapitre 2: Généralités sur les cellules T auxiliaires

Les lymphocytes Th3 et Trl sont aussi des cellules suppressives mais
associées a la tolérance muqueuse via la sécrétion de TGF-f et d’IL-10

respectivement [109].

2.4. Les cellules T auxiliaires 22 (Th22)
Il a été récemment rapporté une nouvelle population distincte de cellules
T auxiliaires produisant 1’IL-22 (Th22) qui interviendrait dans les maladies
inflammatoires [110;111]. Cependant du fait que I’IL-22 est aussi produite de
mani¢re non négligeable par les cellules Thl7 et que les cellules Th22
produisent aussi I’'[L-17 [112], la distinction parfaite entre les cellules Th22 et

Th17 est toujours discutée.

2.5. Les lymphocytes T CD4" folliculaires (Tth)

Les cellules Tth expriment le récepteur de chimiokine CXCRS5 favorisant
leur migration dans les follicules B des organes lymphoides secondaires ou elles
participent a la différentiation et a la maturation des lymphocytes B via I’'IL-4
et ’IL-21 ; elles contribuent ¢galement a la formation des centres germinatifs et

a la production d’anticorps de haute affinité [109].

2.6. Les cellules T auxiliaires 9 (Th9)

L’IL-9 a été identifiée bien avant la découverte de Th9. Cette cytokine, a
I’instar de I’'IL-2, I'IL-4, ’IL-7, PIL-15 et ’IL-21, appartient a la famille des
cytokines utilisant le récepteur yc de I’IL-2 (IL-2Ryc) pour la transduction de
signaux [113].

La polarisation des cellules Th9 dépendant de 1I’[L-2 est favorisée par
I’'IL-4 et le TGF-B; son induction est améliorée par 1I’IL-1 tandis qu’elle est
inhibée par I'IFN-y [114-116]. Les cellules Th9 induisent 1’asthme allergique
principalement par production d’IL-13 et d’éotaxine [117]. Elles favorisent aussi

le recrutement des cellules Thl17 dans certaines maladies auto-immunes et
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entrainent la prolifération cellulaire au cours des leucémies [118]. Chez la
souris, les cellules Th9 seraient capables d’activer les mastocytes qui ont une

action effectrice efficace contre 1’infection par les nématodes [116].

2.7. Facteurs impliqués dans la différentiation des lymphocytes T
CD4"

Les mécanismes impliqués dans I’induction des différents lymphocytes T
CD4" ne sont pas encore complétement ¢élucidés. De fagon générale, un signal
de différentiation ou « troisiéme signal » recu par des lymphocytes T CD4 naifs
durant leur activation est a ¢t¢ suggere. Ce signal dépend de la nature et de la
quantité¢ d’antigénes reconnus par les cellules présentatrices d’antigénes. Par
exemple, D’interaction entre les PAMP («Pathogen-associated molecular
patterns») et les PRR («Pattern Recognition Receptors») induit 1’activation des
cellules présentatrices d’antigene et la sécrétion de cytokines inductrices d’une

réponse Thl (IL-12, IFN-y).

Le troisieme signal dérive principalement des cytokines présentes dans le
microenvironnement ou a lieu D’interaction physique entre les cellules
présentatrices d’antigeénes et les lymphocytes T. Une synergie des cytokines est
nécessaire pour la différentiation de chaque type de lymphocytes T, notamment
I’'IL-12 et PIFN-y pour les cellules Thl, I’'IL-4, I'IL-2 et le TLSP (Thymic
Stromal Lympho Poietin) pour les cellules Th2, le TGF-f et I'IL-6 (et
provisoirement 1I’'IL-21 et I’[L-23) pour les cellules Th17 et le TGF-B et I’'IL-2
pour les iTreg [90;119-121].

L’interaction des cytokines avec leur récepteur initie ’activation des
protéines de la famille STAT (Signaling Transducer and Activator of
Transcription) qui induisent une augmentation de 1’expression des facteurs de

transcription de différents geénes, y compris ceux des cytokines elles-mémes.
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Chaque type de lymphocyte T posse€de ainsi un facteur de transcription majeur et
spécifique qui, dans une action conjointe et complexe avec des protéines STAT
spécifiques, inhibe le développement des autres lignées et polarise la cellule

[90].

Il existe une certaine plasticité entre les différents profils de lymphocytes
T CD4+. De cette plasticit¢ qui est sous le controle de modifications
épigénétiques des facteurs de transcription, résulte une adaptation des cellules T
effectrices au « contexte immunologique » dans lequel elles se trouvent. Par
exemple, des cellules Th17 peuvent, sous l'effet d’IL-12, produire de I’'IFN-y,
cytokine caractéristique d’un profil Thl [94]. Cette plasticité qui commence a
mieux étre comprise démontre que la « destinée » des lymphocytes T CD4"

effecteurs n’est pas « gravée dans le marbre ».

En somme, I’activation et la différentiation des lymphocytes T CD4 " naifs
(ou priming) permet I’amplification clonale des lymphocytes spécifiques
d’antigenes et une efficacit¢ accrue des réponses immunes adaptatives. Ces
cellules jouent un réle majeur dans la coordination des réponses immunitaires,
notamment par leur « aide » apportée aux lymphocytes T CDS8 cytotoxiques et
aux lymphocytes B spécifiques d’antigenes, ainsi que par 1’amplification de la

réponse immunitaire innée.
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Figure 5: Hétérogénéité des cellules T auxiliaires (adaptée de Carbo A et al. [122]). Cette
figure illustre les cellules T auxiliaires de type 1 (Thl), type 2 (Th2), type 17 (Thl7), type 9
(Th9) et type 22 (Th22), les cellules auxiliaires folliculaires (Tfh), régulatrices induites
(iTreg) et régulatrices de type 1 (Trl) avec pour chacune la ou les principale(s) cytokine(s)

inductrice(s) et la ou les principale(s) cytokine(s) effectrice(s).

2.8. Hétérogénéité de la fonction T effectrice et spécificités de la
réponse immunitaire selon I’environnement
2.8.1. Aspects généraux de la réponse T effectrice
Les cellules T auxiliaires sont les principaux acteurs de la lutte contre les
pathogénes. Elles produisent des cytokines plus ou moins spécifiques capables

de controler les infections mais aussi de limiter certains aspects
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immunopathologiques induits lors des réponses immunitaires excessives [123-
125] ; ces cellules semblent aussi jouer un important role dans I’optimisation de
la réponse des lymphocytes T cytotoxiques (CD8) et du maintien et de la

persistance de leur profil mémoire [126].

Comme il a été précédemment indiqué, la réponse immunitaire de I’hote
contre les antigénes est coordonnée par ces cellules T auxiliaires spécialisées,
chacune caractérisée par un profil cytokine distinct et une fonction spécifique.
Les cellules Thl sont impliquées dans les mécanismes d’hypersensibilité
retardée, activent les macrophages et sont importantes pour I’élimination des
pathogenes intracellulaires [127], tandis que les cellules Th2 jouent un important
role dans la production et la commutation isotypique des immunoglobulines et
dans I’élimination de certains parasites comme les helminthes [86]. Les cellules
Th17 sont quant a elles médiatrices de plusieurs syndromes inflammatoires
chroniques et des réponses immunitaires contre les bactéries extracellulaires et
les infections fongiques [92]. Une sous-population distincte de cellules T
auxiliaire produisant I’IL-22 (Th22) a récemment ¢té identifice [128] mais leurs
fonctions précises dans les infections restent toujours a déterminer bien que leur
role dans les maladies inflammatoires a été suggéré. Agissant en contrebalance,
les cellules T régulatrices maintiennent la tolérance périphérique et protegent

I’héte contre des lymphocytes auto-réactives.
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Figure 6: Fonction des différentes cellules T auxiliaires. Cette figure illustre les
principales cellules T auxiliaires présentant chacune une fonction spécifique. Les
Thl interviennent dans la défense contre les pathogenes intracellulaires ; les Th2 dans les
allégies, ["asthmeet les parasites extracellulaires ; les Thl7 dans maladies inflammatoires
auto-immunes, les cancers, rejets de greffes, les pathogenes intracellulaires... ; les Treg dans
la tolérance des cellules auto-réactives ; et les Tfh principalement dans la production et la

maturation des anticorps.

L’interaction entre les cellules T et les cellules présentatrices d’antigénes
fournit les signaux nécessaires pour I’activation des lymphocytes et leur
transformation en cellules effectrices. L’expression de HLA-DR restreinte aux
cellules immunocompétentes comme les lymphocytes B et les macrophages peut
s’étendre aux lymphocytes T activés [129]. Le degré d’expression de HLA-DR
au niveau des monocytes refléte leur habilité a présenter I’antigéne aux cellules
T [130]; et la faible expression de HLA-DR au niveau des monocytes
périphériques serait associée a un risque ¢levée de développer des infections

[131-133]. La molécule de co-stimulation B7-2, exprimée au niveau des cellules
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présentatrices d’antigénes et des lymphocytes B, pourrait aussi étre induite au
niveau des cellules T aprées activation persistante via le CD3 [134]. L expression

de CD86 est aussi augmentée a la surface des cellules B activées [135;136].

Figure 7: Interaction entre les cellules T auxiliaires et les cellules présentatrices
d’antigéne (adaptée New Sciences Press 2007). L "adivation des cellules T naives et leur
transformation en cellules effectrices nécessitent un premier signal fourni par la
reconnaissance du pathogene dont les antigenes sont présentés par une CPA (interaction
TCR-CMH), mais aussi des interactions entre le CD28 des cellules et B7-1 et B7-2 (ou CD80
et CD86 respectivement) des cellules présentatrices d'antigene dont |"epression est sous le
controle de ["ineraction entre CD40/CD40L. Cette interaction CD40/CD40L peut aussi

activer la voie inhibitrice via CTLA4 par liaison avec ses ligands B7-1 et B7-2.

Le CD27, appartenant a la famille des récepteurs du facteur de nécrose
des tumeurs (TNF-R) et modérément exprimé au niveau des cellules T naives et
de certaines populations de cellules T CD4" et CD8" mémoires, connait une
forte expression apres I’engagement du TCR afin de favoriser 1’expansion et la
survie des cellules T [137;138]. Le CD27 est combinée aux isoformes de CD45
pour définir les cellules T CD4" mémoires effectrices (ME) (CD27-CD45RA-)
et mémoires centrales (MC) (CD27 CD45RA) [139] ; c’est aussi un marqueur

des celles B mémoires [140;141].
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2.8.2. Spécificités de la réponse immunitaire selon
I’environnement

Le compartimentent des cellules T CD4  est d’une hétérogénéité
particuliére, pas seulement en terme de spécificité antigénique, mais aussi en
terme de phénotype et fonctions effectrice [124;142;143]. Ces caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles peuvent étre modulés par de multiples facteurs
dont ’immunité innée, I’environnement, la durée et le degré d’exposition aux
microorganismes [144;145]. La plupart des études immunologiques se font sans
tenir compte des spécificités environnementales. En effet dans des études
¢valuant les réponses cellulaires T a des antigenes vaccinaux, il a ét€ montré une
grande hétérogénéit¢ phénotypique et fonctionnelle des différentes sous-
populations cellulaires selon les cohortes [146;147], montrant ainsi que
I’évaluation simultanée de plusieurs attributs de la réponse cellulaire est
nécessaire pour mieux predire une réponse immunitaire contre une infection ou
un vaccin, surtout sur des populations vivant dans des environnements

différents.

Au cours des dernieres décennies, une augmentation de la prévalence
globale de plusieurs maladies allergiques et inflammatoires chroniques a été
rapportée dans les pays développés [148]. Vu que les allergies sont plus
fréquentes dans les pays industrialisés [149] et que leur prévalence devient de
plus en plus élevée dans les pays en voie de développement qui connaissent une
urbanisation galopante et des changements importants de mode de vie [150], on
pourrait penser a une relation causale entre le profil immunologique et les
changements environnementaux. Bien que les prédispositions génétiques de
I’hdte puissent conditionner la survenue de ces maladies [151-153], ces
polymorphismes seuls ne peuvent pas expliquer la rapide évolution de ces
syndromes inflammatoires et allergiques. En effet la diététique, I’hygieéne de vie,

un environnement riche en polluants et allergénes ainsi que I’exposition a des
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charges importantes de parasites et autres microorganismes pourraient affecter la
dynamique de notre systéme immunitaire. La fameuse théorie de « I’hypothese
hygiénique » suggere que 1’exposition précoce a d’importantes charges
microbiennes pourrait étre un facteur protecteur car permettrait de développer
I’immunité, tandis que les personnes ayant un mode de vie les mettant a 1’abri de
nombreux microorganismes seraient plus susceptibles a certains maladies

[154;155].

Ainsi, I’atténuation des mécanismes de reconnaissance et de la réponse
immunitaire qui luttent contre les microorganismes pathogenes et favorisent la
tolérance immunitaire vis-a-vis de certains aliments, particules de 1’air et
bactéries commensales, augmenterait vraisemblablement la susceptibilité aux

infections, allergies et maladies inflammatoires.
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3. Immunopathologie de la schistosomiase

La plupart des études immunologiques sur la schistosomiase concernent
les mécanismes de protection contre la maladie et de la survenue de
I’immunopathologie. Les manifestations de la maladie sont principalement dues
a la réponse immunitaire de I’hote aux ceufs des parasites et a la réaction au
granulome induit par ces ceufs [17;18;156;157]. Le granulome détruit en effet
les ceufs en séquestrant leurs composants immunopathogéniques, favorisant
ainsi trés souvent une fibrose des tissus de I’hote [17]; et I’intensité et la durée

de l’infection déterminent ainsi la sévérité des atteintes tissulaires.

Au cours de la schistosomiase, la pathologie se développe le plus souvent
au niveau des sites ou il y a une accumulation maximale d’ceufs comme
I’intestin et le foie pour Schistosoma mansoni et S. japonicum et le tractus
urinaire pour S. haematobium [156;157]. Cependant, les granulomes peuvent
aussi se localiser au niveau d’autres tissus comme la peau, les poumons, le

cerveau, les glandes surrénales et les muscles [157].

La plupart des études conduites chez la souris ont montré que la réponse
immunitaire contre les schistosomes et la formation du granulome fait intervenir
principalement les cellules Th2 mais aussi d’autres populations de cellules T

auxiliaires [17-19].

3.1. Réponses immunitaires contre les schistosomes
3.1.1. Réponse immunitaire innée
Lors de la réponse immunitaire, les produits libérés par les helminthes
semblent étre capables, au moins en partie, de provoquer la suppression de
certaines réponses effectrices [158;159] qui favorisent la polarisation vers les
cellules Th2 et/ou Treg [160-162]. A partir de la voie d’induction des cellules

Thl, le modele d’initiation des réponses Th2 le plus simple dans les
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helminthiases serait une interaction entre un motif moléculaire (PAMP) dérivé
du ver et un motif de reconnaissance des récepteurs (PRR) exprimé par les
cellules dendritiques. Les PAMP des helminthes pourraient agir par
I'intermédiaire d'un ou de plusieurs TLR, ou encore d'autres classes de
récepteurs de I'immunité innée comme les lectines de type C, le NOD-like
(nucleotide-binding oligomerisation domain-like) ou des récepteurs de protéases
[163;164]. 11 a ¢ét¢ montré¢ que le LNPII (lacto-N-III fucopentanose)
synthétique, €équivalent a une molécule naturellement présente dans 1’ceuf
l'antigéne soluble, interagissait avec le TLR4 pour induire une polarisation vers
un profil Th2 par les cellules dendritiques [165]; le lysophosphatidique
phosphatidylsérine des schistosomes agit aussi par ce méme mécanisme [166].
L’ES-62 du nématode Acanthocheilonema viteae exerce des effets
immunomodulateurs sur les macrophages [167] et les cellules dendritiques [168]
par un mécanisme TLR4-dépendant [169]. Toutefois, l'interaction entre I'ES-62
et le TLR4 au niveau des mastocytes, et qui conduit a l'inhibition de la
production de cytokines Thl, mais pas de cytokines Th2, n'implique pas de
signalisation TLR classique [170]. En outre, la réponse Th2 induite par le SEA
sur les cellules dendritiques a ét¢ montrée indépendante MyD88, TLR2 et TLR4
[171].

Une autre considération des mécanismes de cette réponse innée est que
les PRR, sur les cellules autres que les cellules dendritiques comme les
basophiles [172;173], les mastocytes [170] et les €osinophiles [174], pourraient
étre en faveur d’une réponse Th2. Au cours de I'infection a Trichuris muris,
I’expression d’un inhibiteur de la kappa-B kinase beta (IKKf) dépendante du
TSLP peut stimuler la différenciation des cellules dendritiques et I’induction de
réponse Th2. La réponse des €¢osinophiles comprend la sécrétion de neurotoxine
EDN (eosinophil-derived neurotoxin) entrainant 1’activation des cellules

dendritiques TLR2/Myd88-dépendant qui, in vivo, favorisent une réponse
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adaptative vers un phénotype Th2. Dans la schistosomiase, un large éventail
d’autres molécules de signalisation, telles que les défensines et les cathélicidines

qui ont des effets pro-inflammatoires avérés, peut étre produit [174].

Méme si les cellules dendritiques sont essentielles dans 1’initiation de
I'expansion des cellules Th2, la reconnaissance des motifs par ces cellules elles-
mémes pourraient donc ne pas €tre nécessaire. Il est ainsi possible que certains
signaux inducteurs de la réponse Th2 puissent ne pas passer par les cellules
présentatrices d’antigénes et agiraient donc directement sur les lymphocytes T

avant la différenciation phénotypique terminale [160].

3.1.2. Réponse immunitaire adaptative

Le développement de la résistance aux nématodes gastro-intestinaux est
généralement associ€ a une réponse Th2 [175] déclenchée par un certain nombre
de cytokines dont l'interleukine IL-4 [176], IL-5, IL-9 [177], IL-13 [178], IL-21
[85], IL-25 et IL33 [179]. Cette cascade de mécanismes effecteurs peut aussi
impliquer une réponse B (avec la commutation de classe des immunoglobulines
et sécrétion d’immunoglobulines E), [D’activation des mastocytes, des
¢osinophiles, des basophiles et une augmentation de la perméabilité et de la
contractilit¢ des muscles lisses intestinaux avec production de mucus.
L’augmentation de 1'L-13 (cytokine Th2), responsable du renouvellement des
cellules épithéliales de I’intestin [180] et la production de RELMJ (Resistin-like
Molecule Beta) [181] qui interfere avec la chémotaxime secrétée par les
nématodes, pourrait également étre déterminante dans la protection. Par exemple
chez la souris, les mastocytes des muqueuses sont essentielles pour 1'expulsion
des vers au cours des infections par Trichuris muris et Trichinella spiralis
[177;182] mais pas dans Dinfection a Heligmosomoides bakeri ou a

Nippostrongylus brasiliensis [183]. Au cours de la schistosomiase, les réponses
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Th2 sont de facto déclenchées [184] mais tous les déterminants de la protection

de I'hote ne sont pas encore €¢lucidés [185;186].

Figure 8 : Mécanismes de la réponse immunitaire contre les helminthes (adaptée de
Jackson et al. [187]). Les motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP) provenant des
helminthes stimulent la différentiation des cellules dendritiques qui polarisent les cellules T
auxiliaires vers les sous-populations Th2 et Treg. Les cellules Th2 induites produisent
diverses cytokines (IL-4, IL-5, IL-9, ...) médiatrices des réponses effectrices des éosinophiles,
des mastocytes, de la commutation isotypique des cellules B pour la production d'anticorps,
['augmentation de la perméabilité intestinale, la constructibilité des muscles lisse avec
production de mucus etc... Les cellules Treg produisent au niveau périphérique ["L-10 et le

TGF-p pour réguler les réponses naturelles et adaptatives.

Chez I’homme, des études sur la relation entre la sévérité de la
schistosomiase et la production in vitro de cytokines et chémokines ont montré
que certaines différences sur les formes cliniques sont associées a des profils

immunitaires distincts [188;189]. En effet, il a ¢t¢ montré chez des patients
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atteints de schistosomiase gastro-intestinale chronique une réponse typique
Th1/Th2 avec des taux ¢levés d’IL-4 comparés a ceux présentant la forme aigué
[188]. Durant les premiers 4 a 6 semaines de 1’infection chez la souris, on assiste
au développement d’une réponse Thl contre la migration des schistosomules et
des vers immatures, caractérisé par des taux ¢élevés de cytokines pro-
inflammatoires telles que I’IFN-y, le TNF-a, I'IL-1 et I’'IL-6 [29;190]. Chez
I’homme, des taux ¢levés de ces cytokines ont aussi €té associés au
développement du syndrome Katayama [72]. D’autres investigations chez des
souris déficientes du geéne d’IFN-y ou traitées avec des anticorps anti-IFN-y ont
montreé que ’IFN-y est crucial pour le développement de granulome et contribue

au recrutement de neutrophiles au cours de la réaction inflammatoire [191;192].

A la suite de la réponse Thl, le systtme immunitaire s’oriente vers une
réponse Th2 dominante caractérisée par une forte expression d’IL-4, d’IL-5,
d’IL-10 et d’IL-13 [17;18]. Bien que I’IL-4 et I’IL-13 soient importantes dans le
développement des cellules Th2, la production de ces cytokines par I’immunité
innée semble jouer un role négligeable dans I’induction de réponse Th2. En
effet, en plus de I'lL-4, I’'IL-13, I’IL-5, 'IL-9 et I’IL-10, les cellules Th2
peuvent aussi produire I’IL-25 et 1IIL-31 qui pourraient avoir un role primordial

dans I’induction et la régulation des réponses Th2 [193;194].

Au vue d’études sur I’homme et sur I’animal, il est maintenant connu que
la réponse Th2 peut expulser les vers adultes de 1’intestin [195] et favoriser la
survie de I’hote en présence du parasite [196], mais ne peut pas €liminer les

helminthes lors d’une réinfection [197].

3.2. Immunopathologie de la schistosomiase
Les mécanismes sous-jacents du développement des signes pathologiques

au cours de la schistosomiase apparaissent complexes et ne sont pas encore bien
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¢lucidés. Bien que l'intensité de I’infection puisse étre associée a la morbidité
[198;199], les aspects immunologiques seraient associés a la survenue des
atteintes tissulaires [67;200]. En effet comme dans la plupart des maladies
infectieuses, la réponse de 1’hote aux schistosomes est coordonnée par les
cellules T auxiliaires dont chacune est caractérisée par un ou plusieurs profil(s)
cytokinique(s) distincte(s) et un role relativement unique incluant une fonction
effectrice vis-a-vis du parasite [18], des réactions inflammatoires au niveau des
tissus [21] ou encore des mécanismes de modulation des réponses immunitaires
[201]. La connaissance des mécanismes cellulaires impliqués dans la
physiopathologie de la schistosomiase pourraient avoir d’importantes
implications non seulement dans le controle de la maladie, mais aussi dans les
stratégies d’intervention d’autres syndromes inflammatoires et pathologies

granulomateux et fibrotiques [202].

3.2.1. La réponse Th1/Th2 dans la pathologie au cours de la
schistosomiase
Il est bien connu qu’au cours des infections par les nématodes, la réponse
effectrice Th2, a travers 'interleukine-4 (IL-4) [176], IL-5 [203], IL-9 [177],
IL-13 [178], joue un role primordial en favorisant le changement isotopique des
cellule B productrices d’immunoglobuline E (IgE) ainsi que 1’activation des
réponses effectrices des polynucléaires €osinophiles et des basophiles. En plus
de I’IL-4, ’IL-13, ’IL-5, ’IL-9 et IL-10, il a ét¢ montré chez la souris que les
cellules Th2 pouvaient aussi induire 1’IL-25 et I’IL-31 qui ont aussi un important

role dans I’induction et la régulation de la réponse Th2 [86;193;194;204;205].

Des ¢études expérimentales sur des souris infectées par Schistosoma
mansoni ont mis en €évidence le role important de la réponse Th2 dans la
formation du granulome sous forme d’une rection d’hypersensibilité retardée

régulée par plusieurs populations cellulaires, cytokines et chémokines [29].
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Dans la plupart des infections par les helminthes, les réponses de cicatrisation
seraient a 1’origine des damages tissulaires [206]. Le role de certains composants
de la réponse immunitaire Th2 dans la protection de I’hote et dans les processus
immunopathologiques, tels que I'IL-25 et I’IL-31, a fait ’objet de plusieurs
investigations [86;207] mais peu travaux ont été fait chez I’homme. Néanmoins
chez des patients présentant des fibroses hépatiques, il a ét€é montré des taux
¢levés de cellules T productrices d’IL4 et d’IL5 avec une faible production
d’IL10 [189]. De plus, un risque ¢€levé de développer une fibrose sévere a été
associ¢ a une faible production d’IFN-y et des taux ¢levés de TNF-a en réponse
aux antigenes solubles de 1’ceuf [208]; de méme, la fibrose serait corrélé a une
forte production d’IL-4 en réponse aux antigenes d’ceuf et extraits d’antigenes
de ver adulte [209]. Cependant, 1’absence d’association entre la production de
cytokines, I’expression de marqueurs d’activation et le taux de lymphocytes
producteur d’IL-10 suggerent que I’absence de fonction immunorégulatrice de
I’IL10 serait un facteur important dans 1’instauration des formes séveres chez les
patients présentant avec une fibrose périportale [210]. A 1’opposé, chez des
patients présentant une splénomeégalie, 1’altération de la réponse Th2 était
associée a une production importante d’IFN-y en réponse aux antigenes solubles
d’ceufs et aux extraits de vers adultes [188] et a une faible expression de cellules
T productrices d’IL-10 [189] avec comme conséquence une réponse pro-
inflammatoire. Ces études suggerent ainsi que I’issue de I’infection par le
schistosome ne dépend pas seulement de la nature de la réponse Th1/Th2 mais
aussi de la régulation de cette réponse par I’'IL10 produit par les cellules T
régulatrices. De toute évidence chez la souris, les cytokines Th2 (IL-4 et 1’IL-
13) participent a ’'immunopathologie tandis que la réponse Thl (a travers I’IFN-
y) intervient dans la protection contre le développement de pathologie sévere

[29].
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Des études chez des souris déficientes en IL-13 et en [L-4 ont montré que
I’I’IL-4 favorise le développement du granulome au cours de la schistosomiase
tandis que I’IL-13 est le facteur clé dans I’induction de la fibrose hépatique
[72;211;212]. La taille du granule dépend ainsi de la production d’IL-4 qui
entraine la prolifération des cellules Th2 et la production d’IL-5 et d’IL-13
[213]. 11 a cependant été montré que 1I'IL-4 n’était pas requise pour le
développement de la fibrose mais permettait d’améliorer les effets de I’'IL13 sur

la fibrose [211]. L’IL-13 est aussi connu pour sa synergie avec 1’IL-4 pour

I’initiation de réponse Th2 et dans le recrutement des éosinophiles au niveau du

granulome [211]. Chez des souris déficientes en TGF-f, il a ét¢ montré que
I’action de I’IL-13 sur la fibrose était dépendante du TGF-B [214]. L’II-5
participe aussi au recrutement des €osinophiles au niveau du granulome [215] et
contribue ainsi directement au cascade de la réponse immunitaire par le

recrutement de cellules [216].

3.2.2. Role des cellules Th17 dans I’induction de la pathologie

En dépit du role de la réponse Th2 dans I’immunopathologie de la
schistosomiase, en ’occurrence dans le développement du granulome et de la
fibrose, les mécanismes sous-jacents de 1’induction des effets inflammatoires
restent mal €lucidés. Des études chez le modele animal sur les mécanismes de
développement de I’'immunopathologie et de la réaction inflammatoire au cours
de la schistosomiase ont permis de mettre en évidence le role des cellules pro-
inflammatoires Th17 dans I’induction de la pathologie sévére [217]. Dans la
schistosomiase murine, les cytokines Th2 peuvent induire une pathologie dans la
phase chronique mais leur action est moins marquée que celle des cytokines Thl
(IFN-y) ou Th17 (IL-17) qui conduisent souvent a un issu fatal, surtout dans la
phase aigiie [217;218]. Les sévéres signes pathologiques induits au cours de la
schistosomiase ont été par la suite montrés étre dépendants de 1’IL-23 qui est

une cytokine des cellules Th17 [21;219].
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A Tinstar d’autres infections parasitaires, 1’axe 1L-23/IL-17 conduit, au
cours de la schistosomiase, a une réponse effectrice corrélée a un mauvais
pronostic. En effet chez des souris déficientes en récepteur d’IL-17 (IL-17R), il
a ¢ét¢ montré que ’infection par Toxoplasma gondii entrainait une augmentation
significative de leur mortalité par rapport aux souches sauvages et que ces effets
¢taient associés a une diminution du taux de CXCLS8 (molécule d’adhésion des
cellules inflammatoires), au recrutement des neutrophiles au niveau du site de
I’infection et a une augmentation de la densité¢ parasitaire [220]. De plus, les
souris exprimant D’IL-17R développaient des atteintes tissulaires moins
importantes, indiquant que I’IL-17 joue un rdle non négligeable dans la
pathogenese [220]. De méme, 1’exacerbation de la pathologie induite par
I’immunisation par des antigenes d’ceuf de schistosomes est corrélée a
I’augmentation des cellules Th17 [219]. Ces résultats montrent qu’a I’instar de
certains syndromes inflammatoires chroniques et maladies auto-immunes [217],
la voie Thl7 pourrait étre le principal mécanisme inducteur des effets

immunopathologiques au cours de la schistosomiase.

L’immunopathologie sévere chez la souris, qu’elle soit induite par
immunisation par des extraits d’ceufs de schistosome chez la souche C57BL/6
ou survenant chez la souche sauvage CBA, est associée a une réponse pro-
inflammatoire caractérisée par des taux ¢élevés d’IFN-y et d’IL-17 [219],
respectivement produite par les cellules Thl et Th17. Un élément important dans
cette co-activité Th1/Th17 est que le facteur de transcription des cellules Thl
(T-bet) serait capable de réguler I’effet pro-inflammatoire des cellules Th17. En
effet chez des souris T-bet”” immunisées par des extraits d’ceufs de schistosome,
on assiste a une accentuation des atteintes hépatiques par rapport aux souches T-
bet”™ [221]. Cependant, d’autres études suggérent que T-bet régule plutdt

I’immunopathologie induite par les ceufs de schistosome, a travers la fonction
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pro-inflammatoire des cellules Thl7, en induisant une immunit¢ Thl qui

réprime la réponse Th2 [221).
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Figure 9: Mécanisme d’induction de la pathologie par les cellules Th17 au cours de la
schistosomiase (Rutitzky et al. [222]). L "adivation des cellules présentatrices d'antigenes
par les produits du parasite, probablement a travers les récepteurs Toll-like (TLR), de type
Lectine C ou autres molécules de reconnaissance des motifs microbiens, entraine la
production d'IL-23 par les cellules de |'immunité innée qui agirait sur les cellules Thl17 pour
la production de médiateurs pro-inflammatoires. Cependant, la possibilité dune action en
synergie avec d'autres cytokines ou de | "eistence d'autres molécules de co-stimulation pour

["adivation des cellules Thi7 reste a élucider.

3.2.3. Role des cellules T régulatrices dans la pathologie au
cours de la schistosomiase
Bien que les réactions inflammatoires soient importantes dans la
protection de 1’hote contre les pathogeénes, des mécanismes de régulation sont en
contrepartie neécessaires pour limiter les atteintes tissulaires [223]. Ainsi, I’IL-10
qui est largement produite par les cellules T régulatrices agit en contre
contrebalance en favorisant la polarisation des réponses Thl en Th2 et vice

versa, afin de prévenir une réponse Thl ou Th2 excessive [29]. Dans la phase
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précoce de la formation du granulome, I’'IL-10 agit sur les cellules Thl en

supprimant la production d’IFN-y [224].

En effet des études sur des souris recombinantes (déficientes au gene
d’IL-10) ont montré que les 1Treg sont d’importantes sources d’IL-10 régulant
I’équilibre Th1/Th2 [224]. Ainsi les cellules T régulatrices contribuent a la
régulation de la pathologie induite par les schistosomes en réprimant la réponse
Thl et en empéchant le développement d’une réponse Th2 excessive au niveau
du granulome inflammatoire [17;224-226]. Dans une étude de suivi d’infection
murine par schistosoma mansoni, il a ét€ montré que les cellules Treg pouvaient
avoir une activité suppressive sur les cytokines Thl et Th2 [226]. Cependant, la
régulation de la réponse Th2 au cours de la schistosomiase est complexe [227]
et le role précis des cellules Treg dans le processus de la formation du

granulome n’est pas encore bien compris.

La plupart des études sur les cellules T CD4'CD25" ont montré que les
cellules T régulatrices pourraient contribuer a la protection contre la
schistosomiase [228]. Puisque la population des cellules T régulatrices connait
une expansion chez les souris infectées par les schistosomes ou traitées avec des
ceufs du parasite [229-231], action de ces cellules pourrait porter au niveau
systémique plutdt qu’au niveau local. En effet au niveau périphérique, les
cellules T régulatrices naturelles seraient capables de controler la réponse Th2
en réprimant la réponse Thl a travers 'IL-10 [225]; et la déplétion des Treg
augmente la production d’IL-4 et d’IFN-y [226]. D’autres études ont cependant
montré que la déplétion des cellules Treg au cours de I’infection par schistosoma

mansoni n’altérait pas la réponse immunitaire [226;227].
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Figure 10: Principales composantes de la réponse immunitaires au niveau du granulome
(adaptée de Burke et al ([202]). La réponse immunitaire contre le granule fait intervenir
plusieurs composantes dont : |"IF'N-y (réponse Thl) qui induit le recrutement des neutrophiles
et inhibe la réponse Th2 a ["origie de la fibrose ; IL-4, IL-5 et IL-13 (réponse Th2) qui
favorisent le developpement le granulome en recrutant les cellules et activant les
macrophages ; TNF-o intervenant dans la fibrose hépatique sévere ; IL-17 qui a un réle dans
["indudion de la pathologie sévere,; des chémokines favorisant le développement du
granulomes et de la fibrose ; RANTES/CCLS qui inhibent la formation du granulome et de la

fibrose ; IL-10 régulant les réponse T effectrices au niveau du granulome.

3.2.4. L’équilibre Treg et Th17 au cours de la schistosomiase
En effet a coté des cellules Th17 dont le role dans I’induction de la
pathologie au cours de la schistosomiase est avéré, il est maintenant établi que
les helminthes ont un fort potentiel a induire une réponse T régulatrice pour
controler les réactions inflammatoires [23]. Ainsi 1’équilibre entre les cellules T
régulatrices et Th17 pourrait conditionner le développement de la pathologie

severe [232].
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Certaines ¢études ont rapporté que la différentiation des cellules Th17 est
au dépend des cellules Treg. En effet au niveau du sang périphérique de patients
atteints du syndrome inflammatoire de Bowel, il a ét¢é montrée une diminution
des cellules T régulatrices CD4'CD25"¢"Foxp3” et une augmentation des
cellules pro-inflammatoires [233], indiquant ainsi que cette maladie est associée
a une diminution du ratio Treg/Thl7 évoquant un environnement pro-
inflammatoire du a une génération continue de cellules Th17. De méme dans
I’arthrite auto-immune, le développement des cellules Th17 apparait étroitement
li¢ aux cellules T régulatrices et on assiste a une diminution des effets pro-
inflammatoires quand 1’équilibre entre ces deux cellules est en faveur des

cellules T régulatrices [234].

Bien que les mécanismes d’induction des cellules Treg ne soient pas
encore totalement ¢lucidés, leur développement semble Etre entravé par
I’interaction avec les cellules Th17. Des études in vitro sur les conditions de
différentiation des cellules Treg et Th17 ont montré que 1I’'[L-6 et le TGF-B
favorisant I’induction des cellules Th17 chez la souris tandis TGF-f seul pouvait
conduire a la différentiation des cellules T régulatrices [235;236]. Le fait que
TGF-B soit nécessaire pour la différentiation aussi bien des Treg que des Th17
suggere la possibilit¢ d’un lien fonctionnel entre ces deux populations
cellulaires. Il a ét¢ montré que le FOXP3 pouvait étre associ¢ au ROR-yt pour
inhiber son activité transcriptionnelle; et en présence d’IL-6, cette inhibition
¢tait abrogée et la différentiation des cellules Th17 est alors initiee [237]. Ces
données suggerent qu’il existe un environnement déterminant si une cellule T

CD4" naive serait différentiée en cellule Treg ou Th17.

Cependant, la relation entre les cellules Treg et Th17 a travers le TGF-f3
n’est pas toujours partagé car si le TGF-f semble étre indispensable pour

I’induction des cellules Th17 chez la souris, il n’en est pas ainsi chez ’homme
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ou les Th17 peuvent étre induites en I’absence de TGF-3 [120]. Néanmoins chez
I’homme, d’autres interactions entre ces sous-populations cellulaires ont été
démontrées, en 1’occurrence 1’expression des chémokines CCR6 et CCL20 pour
la migration au niveau des de I’inflammation [238] et de CCR4 fortement induit

par le FOXP3 et qui s’exprime sur les cellules T régulatrices périphérique [239].

Ainsi avec la découverte des cellules Th17, d’importants progres ont été
faits dans la compréhension de I’immunopathogeneése des réactions
inflammatoires au niveau tissulaire [240] et du contréle de I’inflammation par
les cellules Treg [201;241]. Dans la schistosomiase murine, des travaux
semblent indiquer que les cellules Treg préviennent le développement de la
pathologie [29] tandis 1’augmentation des cellules Th1l7 seraient corrélée a
I’exacerbation de cette réponse inflammatoire. [219;242]. Chez I’homme, cet
¢quilibre entre les cellules Treg et Th17 au cours d’infection par les helminthes

n’a jusqu’ici pas €té investiguée.
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4. Objectifs

La schistosomiase est I'une des principales causes de morbidité parmi les
helminthiases. Elle induit une inflammation chronique avec comme
conséquence des atteintes tissulaires variables [13-15]. Le parasite est cependant
capable de réguler la réponse immunitaire de 1'hdte, permettant sa survie a long
terme avec comme conséquence une stimulation permanente du systéme
immunitaire qui s’accompagne trés souvent d’effets immunopathologiques
[16;17]. Puisque les données immunologiques disponibles proviennent d’études
expérimentales et que l’infection par la souris avec le S. haematobium est
particuliecrement difficile, nous nous sommes intéress€s a une zone CcoO-
endémique pour étudier les éventuelles interactions entre le Schistosoma

haematobium et le S. mansoni dans la réponse immunitaire.

La plupart des études explorant les mécanismes sous-jacents de
I’induction de la pathologie a été faite chez le modele animal ou il a été montré
que le développement de la pathologie sévere serait étroitement li¢ aux cellules
Th17 qui agiraient de concert avec les cellules Thl pour induire une réponse
pro-inflammatoire [17;21]. De méme, les helminthes auraient une grande
capacité a induire une réponse T régulatrice pour contrler les mécanismes
inflammatoires [22;23] que les cellules Th17 sont supposées induire. Ainsi les
mécanismes de différentiation des cellules naives vers les cellules Treg ou Th17
pourraient conditionner la survenue de I’immunopathologie au cours de la

schistosomiase.

La réaction immunitaire de 1’hote vis-a-vis des parasites peut grandement
dépendre de la zone d’endémie. En effet, il a été suggéré que les différents
environnements résultant du mode de vie ou de I’exposition aux
microorganismes pourrait conditionner les mécanismes effecteurs vis-a-vis d’un

méme pathogene.
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v Objectifs généraux

Nous nous sommes proposés dans ce travail de déterminer le profil
immunitaire de population rurale vivant en zone endémique aux schistosomes,
d’étudier la réponse effectrice en réponse aux antigénes des deux principales
especes de schistosome présentes dans cette zone et d’évaluer comment évolue
I’équilibre des cellules T auxiliaires pro- et anti-inflammatoires dans la
pathologie induite au cours de la maladie. Puisque chez ’homme nous ne
pouvons accéder qu’au sang périphérique, nous avons utilisé un mode¢le animal
pour vérifier si les résultats obtenus au niveau périphérique se refléteraient au

niveau des tissus.

v Objectifs spécifiques

De maniere spécifique, nous avons :

o ¢évalué, chez des sujets sains vivant en zone rurale et urbaine au
Sénégal et en zone urbaine de pays européen, les sous-populations des
cellules T auxiliaires (Thl, Th2, Th17, Th22 et Treg), les cytokines
pro- et anti-inflammatoires ainsi que I’activation immunitaire et les

phénotypes mémoires des cellules T et B.

o mesure, apres stimulation cellulaire in vitro, 1’expression des cytokines
effectrices IL-10, IL-5, IFN-y, TNF-a et IL-2 en réponse a des
antigenes d’ceufs et de vers adultes de Schistosoma haematobium et S.
mansoni afin de déterminer 1I’immunogénicité de ces antigénes

parasitaires
o ¢étudié, a travers leur facteur de transcription et cytokine effectrice, les

cellules T auxiliaires, en particulier les cellules T régulatrices et T

auxiliaires 17 (Th17), dans la schistosomiase humaine et murine avec
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ou sans atteintes tissulaires graves afin de déterminer les facteurs

associés a la morbidité.
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5. Résultats

5.1. Article 1

Les changements du profil immunitaire sont fonction

de Purbanisation et du mode de vie
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Résumé

Introduction : Les changements de mode de vie et la rupture de I’homme avec
son milieu naturel semblent étre associés aux modifications observées dans notre
systéme immunitaire et I’apparition de certains effets néfastes sur notre santé.
Bien que la génétique puisse avoir un impact dans la réponse immunitaire et la
susceptibilité a certaines maladies, il a été suggéré que la contribution des
facteurs environnementaux demeure substantielle. Nous nous proposons dans
cette ¢étude de déterminer le profile immunologique de sujets sains vivant en
zones rurale et urbaine de pays en voie de développent (Sénégal) et en milieu
urbain de pays développe (les Pays-Bas). Méthodologie : En utilisant la
cytométrie de flux multiparamétrique, nous avons déterminé les cellules T
auxiliaires de type 1 (Thl), de type 2 (Th2), de type 17 (Th17), de type 22
(Th22), les cellules T régulatrices (Treg), mais aussi les marqueurs d’activation
des cellules B et T et les sous-types de cellules mémoires B et T. Résultats : Les
sénégalais habitant en zone rurale endémiques aux schistosomes présentaient
des proportions significativement plus ¢élevées de cellules Thl, Th2 et Th22, de
cellules mémoires T CD4" T et une plus importante activation des cellules T
CD4" et des lymphocytes B par rapport sujets vivant en zone urbaine du Sénégal
et des Pays-Bas. Parmi les Sénégalais, les sujets habitant en zone rurale
présentaient des pourcentages plus importants de cellules Th2, Th17 ainsi qu’un
profil inflammatoire et des proportions de marqueurs d’activation et de cellules
mémoires plus €levées. Conclusion : La plus grande magnitude de 1’activation
immunitaire, de la réponse Th2 et du phénotype mémoire observés dans la
population rurale, suivie par celle de la population urbaine africaine puis
européenne suggerent que le profile immunitaire pourrait étre fonction des
changements environnementaux, ce qui pourrait avoir une conséquence dans la
réponse immunitaire contre certaines infections et pathologies en général et dans

la réponse vaccinale en particulier.
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Introduction

Au cours des derniéres décennies, une augmentation globale de la
prévalence de nombreuses maladies inflammatoires a été notée dans les pays
développés [148;243]. Bien que les prédispositions génétiques puissent
conditionner le développement de certains syndromes inflammatoires complexes
[151-153], elles ne peuvent pas a elles seules expliquer I’augmentation rapide de
la prévalence de ces maladies. Les conditions environnementales telles que
I’exposition a de nombreux micro-organismes a la fois mais aussi le mode de vie
et les habitudes alimentaires et diététiques peuvent affecter non seulement notre
physiologie mais aussi notre systeme immunitaire. I1 a ¢été rapport€¢ que
I’exposition précoce a un environnement hostile avec des charges ¢élevées de
microorganismes pourrait étre un €lément protecteur contre certaines maladies
inflammatoires comme les allergies, tandis qu’une diminution de 1’explosion
aux microorganismes, la rupture avec le mode de vie traditionnel ou encore le
changement alimentaire pourraient augmenter le risque aux maladies
inflammatoires [154;155]. Des études épidémiologiques ont montré que les
phénomenes allergiques sont tres fréquents dans les pays développés et certaines
zones urbaines des pays en voie de développement tandis qu’ils restent rares
dans les populations rurales exposées a des parasites et plusieurs autres
microorganismes [244-246]. 11 est actuellement admis que les changements du
notre systéme immunitaire en réponse aux changements environnementaux

pourraient €tre responsables de la montée de certains syndromes inflammatoires.

Le systeme immunitaire est équipé de différentes cellules impliquées dans
la reconnaissance et 1’¢limination d’une large variété de microorganismes, avec
principalement les cellules T auxiliaires (T CD4") essentielles dans la lutte
contre les infections et la régulation du systéme immunitaire [86;92;127-
129;247-249]. La réponse des cellules T auxiliaires de type 1 (Thl) est

principalement impliquée dans la défense contre les pathogeénes intracellulaires
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[84], les cellules T auxiliaires de type 2 (Th2) dans la lutte contre les helminthes
et les ectoparasites [86] et les cellules T auxiliaires de type 17 (Thl7)
apparaissent cruciales dans la défense contre les bactéries intracellulaires et les
infections fongiques [92]. Une réponse T non contrélée peut cependant causer
des lésions au niveau des tissus et organes. Par exemple, les réponses Thl et
Th17 persistantes sont associées a des maladies inflammatoires et auto-immunes
[250;251] tandis que I’hyper-activation des cellules Th2 peut conduire a des
allergies [252]. L hyper-activation du systéme immunitaire est controlée par des
mécanismes régulateurs, avec a la base les cellules T régulatrices (Treg) qui
produisent des molécules suppresseurs capables de controler les cellules T
effectrices activées [253]. Plus récemment, 1’interleukine-22 (IL-22), produite
par une population distincte de cellule T (Th22) [128] ou par les cellules Th17
[112], a été rapportée comme jouant un rdle dans les maladies inflammatoires
[110;111]. Les stades d’activation des cellules adaptatives et leur développement
en cellules fonctionnelles effectrices et mémoires [254;255] pourrait étre
utilisées pour comparer le statut immunitaire de personnes vivant dans des

environnements différents.

Notre hypothése est que les différents environnements résultant du
changement de modes de vie ont un impact sur le systétme immunitaire. Dans
cette étude, nous avons utilisé les mémes réactifs et protocoles pour déterminer
les sous-populations de cellules T auxiliaires, les cytokines pro- et anti-
inflammatoires, I’activation des cellules T et B ainsi que les cellules mémoires T
et B chez des populations vivant d’une part en zone rurale et urbaine en Afrique

et d’autre part en zone urbaine en Europe.
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Matériels et méthodes

Population d’étude

Au total 30 sujets adultes sains agés de 20 a 30 ans issus de différentes
zones géographiques ont été recrutés: zone rural et urbaine au Sénégal et zone
urbaine aux Pays-Bas. La population rurale (n = 10) est constituée de paysans
habitant dans le village de Pakh au nord du Sénégal (zone endémique a la
schistosomiase) qui ont été recrutés comme groupe controle dans une étude
investiguant la réponse immunitaire dans la pathologie au cours de la
schistosomiase (article 3). Ces individus ont ¢été testés négatifs pour le
Plasmodium falciparum (par goutte épaisse et test de diagnostic rapide pour le
paludisme), les schistosomes (par test de Kato-Katz sur les selles et la filtration
des urines), pour Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura et hookworm [256].
La population urbaine du Sénégal (n = 10) est constituée de sujets travaillant au
laboratoire de Bactériologie et Virologie de 1’hdpital Aristide le Dantec de
Dakar, capital du Sénégal, qui se sont portés volontaires pour participer a

I’étude.

Parmi les Sénégalais, tous les sujets du groupe des ruraux et 9 sujets sur
10 du groupe des urbains sont d’ethnie wolof ; I’individu restant du groupe des
urbains appartenait a la communauté sérére. Les européens €taient quant eux
constitués de doctorants du Centre Médical de I’Université de Leiden (n = 10)
qui se sont portés volontaires pour participer a 1’é¢tude. Tous les participants ont
¢té interroges sur leur état de santé ainsi que leur antécédents médicaux par un
clinicien et aucun d’entre eux ne présentaient de signe clinique d’une infection
courante ou un antécédent de maladie inflammatoire. Cependant, tous les

sénégalais prétendaient avoir eu le paludisme au moins une dans leur vie.
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Cette ¢tude a ¢été approuvée par le Comité National d’Ethique de la
Recherche en Santé du Sénégal. Tous les participants ont eu a signer un

consentement libre éclairé avant de participer a I’étude.

Séparation et fixation des cellules

Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) ont ¢été isolées
dans les quatre heures qui ont suivi le prélévement de sang par différence de
densit¢ en utilisant le Ficoll (GE Healthcare Bio-Sciences AB). Pour la
détermination des facteurs de transcription, un million de cellules ont alors été
fixées pendant une heure avec une solution de fixation (eBioscience) puis
conservées a -80°C dans du RPMI (Roswell Park Memorial Institute) enrichi
avec 100UI/ml de pénicilline (Gibco), 100UI/ml de streptomycine (Sigma-
Aldrich), 1 mM de pyruvate (Sigma-Aldrich), 2 mM de glutamate (Sigma-
Aldrich), 10% de FBS (Invitrogen) et 10% de dimethyl sulfoxyde (DMSO)
(Merk).

Stimulation cellulaire

Pour la détermination des cytokines intracellulaires des cellules T, 1x10°
PBMC ont été stimulées pendant 6 heures au total avec 100 ng/ml de phorbol-
myristate-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich) et 1 pg/ml d’ionomycine (Sigma-
Aldrich). La Bréfeldine A (BFA, 10 pg) (Sigma-Aldrich) a été ajoutée apres
deux heures de stimulation et les cellules incubées pendant quatre heures
supplémentaires a 37°C sous 5% CO,. Les cellules ainsi stimulées ont €té fixées
avec du Paraformaldehyde (PFA) 2% (Sigma Aldrich) pendant 15 minutes puis
conservées a -80°C dans du RPMI-1640 contenant 10% de FCS et 10% de
DMSO.
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Analyse par cytométrie de flux

Les PBMC qui ont été stimulées et fixées au Sénégal ont ét¢ acheminées a
Leiden ou les échantillons des sujets européens ont €té collectées. Les PBMC
fixées (dans une solution de fixation de eBioscience pour la détermination des
facteurs de transcription et avec du PFA pour la détermination des cytokines
intracellulaires) ont ¢té décongelées, lavées une fois avec du RPMI-1640
contenant 10% de FBS, une fois avec du PBS (Fresenius Kabi). Les cellules ont
ensuite ¢t¢ perméabilisées a la température ambiante et marquées avec des
anticorps spécifiques pendant 30 minutes a 4°C dans une solution contenant un
inhibiteur du récepteur du fragment du complément (anti-FcyR) (eBioscience)
afin d’éviter les fixations non spécifiques. Pour les facteurs de transcription,
2.5x10° cellules ont été marquées a travers de différents panels. Panel 1:
AmCyam-labelled anti-CD3 (BD Biosciences), PE-Cy7-labelled anti-CD4 (BD
Biosciences), PE-labelled anti-ROR-yt (eBioscience), PerCP-Cy5.5-labelled
anti-T-bet (eBioscience) et eFluor660-labelled anti-GATA-3 (eBioscience);
Panel 2: APC-labelled anti-CD3 (BD Biosciences), PerCP-labelled anti-CD4
(BD Biosciences), PE-Cy7 anti-CD25 (BD Biosciences), FITC anti-FOXP3
(eBioscience), PE anti-CD127 (BD Biosciences); Panel 3: PE-Cy7 anti-CD4
(BD Biosciences), FITC anti-CD19 (BD Biosciences), PerCP anti-CD14 (BD
Biosciences), PE anti-CD86 (BD Biosciences), APC-eFluor780 anti-HLA-DR
(eBioscience), APC anti-CD27 (BD Biosciences) et PB anti-CD45RO
(Biolegend). Pour la détermination des cytokines intracellulaires, 2.5x10°
cellules ont €té utilisées dans deux différents panels: Panel 4: AmCyan anti-CD3
(BD Biosciences), PerCP anti-CD4 (BD Biosciences), AlexaFluor488 anti-1L-17
(eBioscience), PE anti-IL-22 (R and D systems), PE-Cy7 anti-IL-4
(eBioscience), APC anti-IFN-y (BD Biosciences); Panel 5: AmCyan anti-CD3
(BD Biosciences), PerCP anti-CD4 (BD Biosciences), PE anti-IL-10 (BD
Biosciences), FITC anti-IL-2 (BD Biosciences), PE-Cy7 anti-TNF-a

(eBioscience). Les cellules marquées ont été lavées et suspendues dans du PBS
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contenant 0.5% de BSA et 2mM EDTA et analysées au FACSCanto (BD
Biosciences). Les résultats obtenus ont été analyses par le logiciel FlowJo
version 8.8.6 (Tree Star Inc.). Les caractéristiques des différents anticorps
monoclonaux utilisés pour la cytométrie sont illustrées au niveau du tableau

supplémentaire (Tableau 1).

Analyses statistiques

Les données obtenues ont été analyses en utilisant le logiciel SPSS
version 17 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) et les figures réalisées avec le logiciel
GraphPad Prism pour Window version 5.00 (Graphpad, CA, USA). Les
différences entre groupes ont ¢été évaluées en utilisant les tests non
paramétriques de Kruskal-Wallis H et Mann-Whitney U. Les corrélations entre
cytokines ont été¢ calculées en utilisant le test non paramétrique de Spearman
Rho. Une valeur de P-value < 0.05 a ¢€té considérée comme statistiquement

significative pour toute différence.

Résultats

Population d’étude

Du sang périphérique a été collecté a partir de volontaires agés de 20 a 30
ans appartenant a trois groups: 1) populations rurale (Ru-Sen), (age médiane: 27
[Min:20 — Max:30], 50% male); 2) et urbaine du Sénégal, (Ur-Sen) (age
médiane: 27 [Min:26 — Max:30], 50% male); 3) et des sujets en zone urbaine des
Pays-Bas (Ur-Dut) age meédiane: 26.5 [Min:26 — Max:29], 40% male). Il n’y
avait pas de différence significative entre les différents groupes en ce qui

concerne I’age et le sexe (p = 0.469 et 0.465 respectivement).
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Distribution des sous-populations des lymphocytes T CD4", des

cytokines pro- et anti-inflammatoires dans les populations des zones

rurales et urbaines

Pour comparer I'immunité adaptative entre les populations rurales et
urbaines, les proportions relatives des sous-populations de cellules T CD4" ont
¢té comparées entre les sénégalais en zone rural et urbaine et les néerlandais.
Les populations de cellules T auxiliaires ont été définies par leur facteur de
transcription (T-box expressed in T cells (T-bet), GATA binding protein 3
(GATA-3), retinoid-related orphan receptor gamma t (ROR-vyt), et forkhead box
P3 (FOXP3)) et leur cytokine effectrice (interferon-y (IFN-y), interleukine-4
(IL-4), interleukine-17 (IL-17), interleukine-22 (IL-22), interleukine-2 (IL-2),
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) et interleukine-10 (IL-10)). Les stratégies
de gating des facteurs de transcription et des cytokines sont indiquées au niveau
des figures supplémentaires 1 (Figure 15) et 2 (Figure 16). Les cellules Thl ont
été définies par le phénotype T CD4" T-bet’ ou T CD4 IFN-y’, les cellules Th2
par T CD4'GATA-3" ou T CD4'IL-4" et les cellules Th17 comme T CD4 ROR-
vyt ou T CD4'IL-17". Pour toutes ces trois populations, les proportions de
facteurs de transcription ou cytokines caractéristiques étaient plus €levées chez
les sénégalais en zone rurale suivis des sénégalais en zone urbaine avec de plus
faibles pourcentages chez les néerlandais en zone urbaine (figure 11A and 11B).
Cependant, les pourcentages des cellules ROR-yt'CD4" étaient plus élevés chez
les néerlandais en zone urbaine par rapport au sénégalais en zone urbaine. De
plus, les pourcentages des cellules Thl et Th2 ainsi que le ratio Th2/Thl1 ont été
¢valués et le rapport IL-4/IFN-y était plus faible chez les néerlandais (Figure
11C), indiquant des taux relatifs de cellule Th2 chez la population rurale du

Sénégal.

A coté des cellules Thl, Th2 et Thl7, les cytokines pro- et anti-

inflammatoires produites par les cellules T CD4", ainsi que les cellules T
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régulatrices CD4'CD25 FOXP3" ont été analysées. Les pourcentages d’IL-2, de
TNF-a et d’IL-22 étaient plus €levés dans la population rurale par rapport aux
deux populations urbaines. Parmi les Sénégalais, les pourcentages des cellules T
auxiliaires productrices de TNF-o et d’IL-2 étaient plus élevés dans la
population rurale comparée aux sujets en zone urbaine mais cette différence
n’était pas statistiquement significative. Une différence significative a été
observée pour les cellules T CD4" productrices d’IL-10 tandis qu’aucune

différence n’a été observée entre les sénégalais et les européens pour les cellules

T régulatrices CD4 'CD25"FOXP3™.
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Figure 11: Distribution des sous-populations de lymphocyte T CD4" et des cytokines
pro- et anti-inflammatoires. Les pourcentages des cellules T CD4 productrices (A) IL-4",
INF—y+, IL-17", IL-22", TNF-o", IL-2" et IL-10" déterminés sur les PBMC stimulées par le
PMA et ionomycine, 1‘expression de (B) GATA-3" (GATA binding protein 3), T-bet" (T-box

62

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la réponse cellulaire dans la schistosomiase et la
pathologie associée



Chapitre 5 (Article 1): Les changements du profil immunitaire sont fonction de [ ‘urbanisation et du mode de vie

expressed in T cells), ROR-yt" (retinoid-related orphan receptor gamma t) et CD25"FOXP3"
sur les cellules T CD4" a partir des PBMC ex-vivo, et le ratio (C) IL-4 sur INF-y, (D) TNF-o
sur IL-10 et IL-17 sur IL-10 au niveau des groupes Ru-Sen (n = 10), Ur-Sen (n = 10) et Ur-
Dut (n =10) sont illustres. Les données sont exprimées en médiane et 75% interquartiles. Les
P-values ont été calculés avec le logiciel SPSS version 17 par le test non paramétrique de
Mann-Whitney U et les figures réalisées avec le logiciel GraphPad Prism pour Windows
version 5.00. Seuls les P-values montrant des différences significatives sont indiqués sur les
figures. Abréviations: Ru-Sen. population rurale du Sénégal; Ur-Sen: population urbaine du
Senégal; Ur-Dut: population urbaine des Pays-Bas, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Pour évaluer les proportions des cytokines pro- et anti-inflammatoires,
deux ratio pro/anti-inflammation ont ét¢ comparés entre les populations rurales
et urbaines. Les ratios TNF-o/IL-10 et IL-17/IL-10 ont montré un profil
inflammatoire plus important chez les sénégalais comparés aux néerlandais
tandis qu’aucune différence statistiquement significative n’a été observée entre

les sénégalais en zone rurale et urbaine (Figure 11D).

L’TL-10 est corrélée a PIFN-y, 'IL-17 et I’IL-4 dans la population

rurale et pas dans les populations urbaines

Les corrélations entre les pourcentages des cellules T CD4" productrices
d’IL-10 et les cellules Thl (IFN-y"), Th2 (IL-4") et Th17 (IL-17") ont été
déterminées dans les différentes populations. L’IL-10 ¢était positivement
corrélées avec ’IFN-y, IL-17 et I'IL-4 chez les sujets en zone rurale. Cependant,
aucune corrélation significative n’a €té observée chez les sujets sénégalais et

néerlandais en zone urbaine (Figure 12).
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Figure 12: IL-10 est positivement corrélée a ’'IFN-y, I’'IL-17 et I’'IL-4 dans la population
rurale et pas dans les populations urbaines. Scatter plots illustrant les corrélations entre
["L-10 et ["FN-y, IL-17 et l"L-4 chez les groupes (A) Ru-Sen (n = 10), (B) Ur-Sen (n = 10)
et (C) Ur-Dut (n = 10). Les corrélations ont été calculées avec le logiciel SPSS version 20 en
utilisant le test de Spearman Rho et les figures réalisées avec le méme logiciel. Abréviations:
Ru-Sen: population rurale du Sénégal; Ur-Sen: population urbaine du Sénégal; Ur-Dut:

population urbaine des Pays-Bas, r: coefficient de corrélation.

Augmentation de la proportion des cellules mémoires T CD4" et B

dans la population rurale

Nous avons déterminé les cellules mémoires T CD4" et B (stratégies de
gating des sous populations de cellules T et B mémoires son illustrées au niveau
de la figure supplémentaire 3). La fréquence des cellules mémoires T

CD4'CD45RO" était significativement plus faible chez les néerlandais par
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rapport aux sénégalais vivant en zone urbaine et rurale (Figure 13A). Parmi les
sénégalais, ceux habitant en zone urbaine présentaient des niveaux d’expression

des cellules T CD4 CD45RO" plus élevées par rapport a la population rurale.

Nous avons aussi défini les cellules mémoires en sous populations de
cellules T CD4" mémoires effectrices (ME) (CD45ROCD27) et centrales (MC)
(CD45RO'CD27"). A l’instar des cellules mémoires totales, les fréquences des
cellules ME et MC ¢taient plus faibles chez les néerlandais comparés aux
sénégalais d’origine rurale et urbaine; et parmi les sénégalais, 1’expression de

ces cellules était plus forte en zone rurale qu’en zone urbaine (Figure 13B).
En ce qui concerne les cellules B mémoires, nous avons de méme trouve

une diminution significative du pourcentage des cellules B CD27" (B mémoires)

chez les néerlandais par rapport aux sénégalais (Figure 14A).
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Figure 13: Expression des marqueurs d’activation et mémoires des cellules T. Les
pourcentages de (4) CD45RO", (B) cellule mémoires centrales CD45ROCD27" (CM) et
mémoires effectrices CD45RO"CD27 (EM), [“apression de (C) de CD86" et HLA-DR" et
(D) la co-expression CD86 HLA-DR" au niveau des lymphocytes T auxiliaires au niveau des
groupes Ru-Sen (n =10), Ur-Sen (n = 10) et Ur-Dut (n = 10) sont illustrés. Les P-values ont
été calculés avec le logiciel SPSS version 17 par le test non paramétrique de Mann-Whitney
U et les figures réalisées par le logiciel GraphPad Prism pour Windows version 5.00. Seuls
les P-values montrant des différences significatives sont indiqués sur les figures.
Abréviations: Ru-Sen: population rurale du Sénégal; Ur-Sen: population urbaine du
Sénégal; Ur-Dut: population urbaine des Pays-Bas; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Figure 14: Expression des marqueurs d’activation et mémoires des cellules B. Les
pourcentages de (A) CD27", (B) CD86" et (C) I'intensité moyenne de la fluorescence (MFI)
de HLA-DR au niveau de cellules B sont illustrés au niveau des groupes Ru-Sen (n = 10), Ur-
Sen (n = 10) et Ur-Dut (n = 10). Les P-values ont été calculés avec le logiciel SPSS version
17 par le test non paramétrique de Mann-Whitney U et les figures réalisées par le logiciel
GraphPad Prism pour Windows version 5.00. Seuls les P-values montrant des différences
significatives sont indiqués sur les figures. Abréviations: Ru-Sen: population rurale du
Senégal; Ur-Sen: population urbaine du Sénégal; Ur-Dut: population urbaine des Pays-Bas,
**P<0.01, ***P<0.001.
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L’activation des lymphocytes T et B est plus importante chez les

sénégalais par rapport au Néerlandais

CD86 et HLA-DR exprimés sur les lymphocytes activés (247;257) ont été
aussi évalué; la stratégie de gating des cellules T CD4" et B exprimant CD86
et/ou HLA-DR est illustrée au niveau de la figure supplémentaire 4. Le
pourcentage des cellules CD86 CD4" était plus faible chez les néerlandais par
rapport aux Sénégalais. Et parmi les sénégalais, les pourcentages des cellules T
CD86'CD4" était plus élevés dans la population rurale par rapport a la
population urbaine (Figure 13C). De méme, le pourcentage des cellules T HLA-
DR'CD4" était plus faible chez les néerlandais comparés aux populations rurale
et urbaine du Sénégal. Par contre, ’expression de HLA-DR au niveau des
cellules T CD4" ne montrait pas de différence significative entre les populations
Sénégalaises. De plus, les cellules T co-exprimant CD86 et HLA-DR étaient
plus faibles dans les populations urbaines avec une expression plus faible chez

les néerlandais (Figure 13D).

En ce qui concerne I’activation des cellules B, le pourcentage de
CD86'CD19" était, a I’instar des cellules T, plus faible chez les néerlandais par
rapport aux populations urbaines et rurales du Sénégal (Figure 4B). De plus,
I’intensité moyenne de fluorescence de HLA-DR au niveau des cellules B était
plus faible dans la population néerlandaise par rapport aux deux populations
sénégalaises (Figure 14C). Cependant, 1’expression de CD86 et HLA-DR au
niveau des cellules B ne montrait pas de différence statistiquement significative

entre les populations sénégalaises.

68

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la réponse cellulaire dans la schistosomiase et la
pathologie associée



Chapitre 5 (Article 1): Les changements du profil immunitaire sont fonction de [ ‘urbanisation et du mode de vie

Tableau 1 (supplémentaire 1): Caractéristiques des anticorps monoclonaux utilisés pour

la cytométrie de flux.

Anticorps | Fluorochrome | Filtre | Fabricant | Catalogue | Isotype | Clone | Dilution
Panel 1

CD3 AmCyam FL8 BD Biosciences | 339186 Mouse IgG1,k SK3 1:80
CD4 PE-Cy7 FLA4 BD Biosciences | 557852 Mouse IgGl,x SK3 1:100
ROR-yt PE FL2 eBioscience 12-6988 Rat IgG2a AFKJS-9 1:150
T-bet PerCP-Cy5.5 FL3 eBioscience 45-5825 Mouse IgG1 4B10 1:500
GATA-3 eFluor-660 FL5 eBioscience 50-9966 Mouse IgG2b,x TWI 1:80
Panel 2

CD3 APC FL5 BD Biosciences | 555335 Mouse IgG1,k UCHT1 1:80
CD4 PerCP FL3 BD Biosciences | 345770 Mouse IgG1,x SK3 1:20
CD25 PE-Cy7 FL4 BD Biosciences | 335824 Mouse IgG1,k 2A3 1:160
FOXP3 FITC FL1 BD Biosciences | 174776 Rat IgG2a,k PCH101 1:50
CD127 PE FL2 BD Biosciences | 557938 Mouse IgG1,k hIL-7K-M21 1:160
Panel 3

CD4 PE-Cy7 FLA BD Biosciences | 557852 Mouse IgGl1,x SK3 1:100
CD19 FITC FLI1 BD Biosciences | 345776 Mouse IgG1,« 4G7/HIB19 1:20
CD14 PerCP FL3 BD Biosciences | 345786 Mouse IgG2b,k MoP9 1:20
CD86 PE FL2 BD Biosciences | 555668 Mouse IgG1,k 2331(FUN-1) 1:50
HLA-DR | APC-eFluor780 | FL6 eBioscience 47-9956 Mouse IgG2b,k LN3 1:250
CD27 APC FL5 BD Biosciences | 337169 Mouse IgGl,x L128 1:40
CD45RO Pacific Blue FL7 BioLegend 304215 Mouse IgG2a,k UCHLI 1:160
Panel 4

CD3 AmCyam FL8 BD Biosciences | 339186 Mouse IgG1,k SK3 1:80
CD4 PerCP FL3 BD Biosciences | 345770 Mouse IgGl,x SK3 1:20
IFN-y APC FL5 BD Biosciences | 554702 mouse IgG1,x B27 1:1600
IL-4 PE-Cy7 FL4 eBioscience 25-7049 Mouse IgG1,x 8D4-8 1:200
IL-17 Alexa-Fluor488 | FL1 eBioscience 53-7179 Mouse IgG1,x eBio64 DEC17 1:20
1L-22 PE FL2 R&D Systems 1C7821P Mouse IgGl,k 142928 1:100
Panel 5

CD3 AmCyam FL8 BD Biosciences | 339186 Mouse IgGl1,x SK3 1:80
CD4 PerCP FL3 BD Biosciences | 345770 Mouse IgG1,x SK3 1:20
TNF-a PE-Cy7 FL4 eBioscience 25-7349 Mouse IgG1,k MABI1 1:1000
1L-2 FITC FL1 BD Biosciences | 340448 Mouse IgG1,k 5344.111 1:20
IL10 PE FL2 BD Biosciences | 559330 Rat IgG2a JES3-19F1 1:50

Pour chaque anticorps monoclonal utilisé dans les différents panels, le fluorochrome
associé a ["antrorps, le fabriquant, le filtre d'émission par le FACSCanto II (Becton
Dickinson), le numéro de catalogue, ["isotype de ['espece utilisé par la production de
[“anttorps, le clone de |"apece et la dilution utilisée lors du marquage sont illustrés. Pour
les panels 1, 2 et 3, le marquage a été faite sur les PBMC ex-vivo qui ont été fixées avec un
tampon de fixation (eBioscience) tandis que le marquage des panels 4 et 5 a été fait sur les

cellules stimulées avec du PMA et lonomycine et fixées avec 2% de solution de formaldehyde

(Sigma-Aldrich).
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Figure 15 (supplémentaire 1): Analyse des populations de cellules Thl et Th2 par leur

facteur de transcription et cytokines effectrices. A4 partir des lymphocytes totaux, les
cellules T auxiliaires (T CD4") ont été déterminés en fonction de leur expression en CD3 et
CD4 pour la détermination (A) des sous-populations Thl et Th2 (T-bet et GATA-3
respectivement) a partir des cellules ex-vivo PBMCs, ou IFN-y et IL-4 respectivement sur les
cellules stimulées avec le PMA et ["ionomycine). La figure 1B illustre la détermination de
cellules T auxiliaires produisant ["L-17, IL-22, TNF-a et IL-10. Les échantillons ont été
mesurés avec le cymometre FACSCanto Il et les résultats analysés par FlowJo version 9.8.6

pour MAC.
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Figure 16 (supplémentaire 2): Analyse des populations de cellules Th17 et T

régulatrices. A partir des lymphocytes totaux, les cellules T auxiliaires CD4" ont été
identifiées par | "epression de CD3 et CD4 pour ["analysede | "epression de CD25"FOXP3"
(Treg) et ROR-yt (Th17) au niveau des cellules ex-vivo. Les échantillons ont été mesurés avec

le cymometre FACSCanto Il et les résultats analysés par FlowJo version 9.8.6 pour MAC.
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Figure 17 (supplémentaire 3): Analyse des populations de cellules mémoires T et B. 4
partir des lymphocytes totaux, les cellules T auxiliaires (CD4") et les lymphocytes B ont été
déterminés par ["apression respective de CD3/CD4 et CDI19 pour [“analyse des (A)
lymphocytes T mémoires totaux CD45RO” total, mémoires centraux CD45SRO"CD27" (CM) T
et mémoires effecteurs CD45RO+CD27 (EM) ainsi que (B) les cellules B mémoires
caractérisés par " epression de CD27". Les échantillons ont été mesurés avec le cymométre

FACSCanto Il et les résultats analysés par FlowJo version 9.8.6 pour MAC.
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Figure 18 (supplémentaire 4): Analyse des marqueurs d’activation des cellules T et B. 4

partir des lymphocytes totaux, les cellules T auxiliaires (CD4") et les lymphocytes B ont été
déterminés par |"epression respective de CD3/CD4 et CD19 pour |"andyse de |"epression
de (A) HLA-DR et CD86 et de (B) CD86. Les échantillons ont été mesurés avec le cymomeétre
FACSCanto Il et les résultats analysés par FlowJo version 9.8.6 pour MAC.
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5.2. Article 2

Réponses cytokine aux Schistosoma mansoni et
Schistosoma haematobium en relation a ’infection en zone

Co-endémique au nord du Sénégal
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Résumé

Introduction: Beaucoup de régions en Afrique sont co-endémiques pour les
deux principales especes de schistosome : Schistosoma mansoni et .
haematobium. Des ¢études ¢€pidémiologiques ont montré que certains
déterminants immunologiques de 1’hdte peuvent jouer un important réle en zone
co-endémique. Jusqu’ici, peu de choses sont connues sur les différences dans la
réponse immunitaire de 1’hote et d’une possible interaction des réponses
effectrices entre S. mansoni et S. haematobium. Le but de cette étude était
d’étudier D’expression des cytokines en réponse a des antigénes de ces
différentes espéces de schistosome en zone endémique. Méthodologie: Les
réponses cytokiniques au niveau du sang total ont €t¢ déterminées dans une
population au Nord du Sénégal (n=200). Le sang total a été stimulé pendant 72h
avec des antigenes d’ceufs et de vers adultes des deux especes de schistosome et
la production d’IL-10, IL-5, IFN-y, TNF-a, et IL-2 mesurée au niveau du
surnageant de culture. Une approche d’analyse multivariée a été utilisée pour
permettre une analyse globale de toutes les cytokines en relation avec
I’infection. Principaux résultats: Nos résultats ont montré que les antigénes
d’ceuf et de ver adulte de Schistosoma haematobium induisaient une plus forte
réponse cytokine, suggérant que S. haematobium pourrait étre plus
immunogénique que S. mansoni. Cependant, les deux types d’infection étaient
associés a une modification du profil cytokinique. Conclusion: Cette étude est
la premiere du genre comparant les réponses cytokiniques de S. mansoni et S.
haematobium dans une population vivant en zone co-endémique. Ces résultats
sont concordants avec ceux d’autres études antérieures montrant que les
antigénes d’ceuf et de ver adulte de S. haematobium étaient plus

immunogéniques que ceux de S. mansoni.
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Introduction

La schistosomiase est une importante maladie parasitaire en terme de
sant¢ publique. Les principales espeéces chez 1’homme sont Schistosoma
mansoni et S. haematobium qui sont endémiques en Afrique et coexistent dans
plusieurs régions [156]. Les schistosomes sont connus pour leur capacité a
moduler la réponse immunitaire de 1’hote et I’induction d’une réponse Th2. Le
phénotype de la réponse induite, dépendant d’interactions immunologiques
complexes impliquant des cytokines, peut inclure une réponse immunitaire de

type Th2 mais aussi Th1, Th17 et une composante régulatrice [258].

A ce jour, peu de choses sont connues sur les différences dans la réponse
immunitaire entre les deux espéces et il serait possible qu’une interaction existe
entre les réponses de S. mansoni et S. haematobium chez I’homme. Les ¢tudes
¢pidémiologiques menées jusqu’ici suggerent que des facteurs immunologiques
chez I’hote pourraient jouer un role important dans les régions co-endémiques.
Cheever et al. ont rapport¢ une plus importante diminution de la charge
parasitaire avec 1’age pour S. haematobium que pour S. mansoni [259]. De
méme dans une zone co-endémique au nord du Sénégal, nous avons trouvé que
la courbe age-infection pour S. haematobium déclinait plus rapidement que celle
de S. mansoni [260]. Ces résultats indiquent que la protection immunitaire
contre S. haematobium pourrait se développer plus rapidement. De plus, nous
avons trouvé que l’infection mixte par S. mansoni et S. haematobium avait
tendance a atténuer les atteintes du tractus urinaire comparée a I’infection par S.
haematobium seule [261] ; ceci semblait tre principalement li¢ a la libération
d’ceufs ectopiques qui serait probablement hybrides [262]. D’autres études ont
aussi trouvé que S. mansoni affecte la morbidité spécifique de S. haematobium
et vice versa [263;264], indiquant que les deux infections pourraient avoir des
effets différents sur la réponse immunitaire induite par les ceufs et qui provoque

la morbidité.
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Cette présente étude a pour objectif de déterminer les réponses cytokines
spécifiques des antigénes des schistosomes en relation avec 1’infection dans une
population co-endémique au nord du Sénégal. Une approche multivariée (i.e.
multi-réponse) a été utilisée pour permettre une analyse globale des réponses
cytokiniques (interleukine (IL)-10, IL-5, interféron (IFN)-y, facteur de nécrose
des tumeurs (TNF)-a, et IL-2) [265]. Les différences dans la production de
cytokines entre les deux espéces de schistosome mais aussi entre I’infection

mixte ou par une seule espéce de schistosome ont été analysées.

Matériels et méthodes

Aspects éthiques

Cette ¢tude fait partie d’un projet multicentrique sur I’épidémiologie et la
réponse immunitaire innée contre la schistosomiase (SCHISTOINIR) qui a éte
approuve¢ par le comité d’éthique de I’Institut de Médecine Tropicale d’Anvers
et le Comité National d’Ethique de la Recherche en Santé du Sénégal. Un
consentement écrit a été obtenu de tous les participants a I’étude avant leur
inclusion. Pour les mineurs, le consentement a été produit par les parents ou les

gardiens légaux.

Un traitement par le praziquantel (40 mg/kg) et par le mebendazole (500
mg) ont été délivrés a toute la population a la fin de I’étude selon les

recommandations de I’OMS [266].

Sites de I’étude

Cette ¢tude a ét¢ conduite a Ndieumeul et Diokhor Tack, deux villages
voisins dans la péninsule de Nouk Pomo située sur le lac de Guier. De plus
amples détails sur cette zone ont été décrits dans nos précédents travaux

[260;261]. Entre Juillet 2009 et Mars 2010, nous avons recueilli des données
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parasitologues sur 857 individus [260]. Un échantillonnage de 200 sujets agés de
5 a 55 ans a été pris au hasard pour I’é¢tude immunologique. Les femmes
enceintes, les personnes qui ont séjourné en zone urbaine dans les 5 ans
précédant 1’étude (n=7), ayant pris du praziquantel dans les deux dernicres
années (n=2) ou présentant des signes cliniques de paludisme (n=18) ont été

exclues de I’étude immunologique.

Parasitologie

Pour chaque participant a I’étude, deux échantillons d’urine et deux de
selles ont été recueillis en deux différents jours. Le diagnostic de 1’infection par
Schistosoma spp a é€té realis€é pour la détermination quantitative des ceufs de
schistosomes par les tests de Kato-Katz au niveau des selles et de filtration au
niveau des urines. De méme, d’autres helminthes comme Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura et les douves ont été déterminés sur le test de Kato-Katz
comme précédemment décrit [260]. Des aliquotes de selles ont été conservées
dans de I’é¢thanol pour la confirmation ultérieure des tests parasitologues par
PCR multiplexe (4. lumbricoides, les ankylostomes et Strongyloides stercoralis)
(n=198) [267]. Quant au paludisme, il a été diagnostique par la technique de la

goutte €paisse.

Culture cellulaire

Cinq heures apres le prélévement, le sang veineux hépariné a été dilué 1:4
dans du RPMI 1640 (Invitrogen) supplémenté avec 100 U/ml de pénicilline, 100
ug/ml de streptomycine, 1 mM de pyruvate et 2 mM glutamate (provenant tous
de Sigma). Pour chaque échantillon, deux cents microlitres de cette préparation
a été transférés dans des plaques a fond rond de 96 puits et incubés a 37 °C sous

5% CO, pendant 72 h avec 10 pug/ml des antigenes suivants:
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1) Antigene d’ceuf de Schistosoma mansoni (Schistosoma egg antigen

derived from S. mansoni (SEAm));

2) Antigene d’ceuf de Schistosoma haematobium (Schistosoma egg antigen

derived from S. haematobium (SEAh));

3) Antigéne de ver adulte de S. mansoni (Adult worm antigen from S.

mansoni (AWAm)).

4) Antigene de ver adulte de S. haematobium (Adult worm antigen from S.

haematobium (AW Ah)).

Une condition sans antigene a ¢té utilis€ée comme controle négatif. Au
terme de I’incubation, les surnageants de culture ont été conservés a -80° C. Les
antigenes d’ceufs ou de vers adultes ont €té isolés a partir de hamsters infestés

par S. mansoni ou S. haematobium (SEAm, SEAh, AWAm et AWAh) ont été

préparés en utilisant la méme procédure.

Détermination des cytokines

IL-10, IL-5, IFN-y, TNF-q, et IL-2 présents au niveau des surnageants de
culture ont ¢ét¢ simultanément mesurées par la méthode Lumineux (kit de
cytokines Luminex Invitrogen) en utilisant la procédure et instructions du
fabricant. Les échantillons présentant des concentrations en dessous de la limite
de détection se sont vus attribués la moiti¢ de la plus faible valeur détectee. Les
plus faibles valeurs détectables étaient de 0.063 pg/ml pour IL-10, 0.044 pg/ml
pour IL-5, 0.090 pg/ml pour IFN-y, 0.051 pg/ml pour TNF-a, et 0.063 pg/ml
pour IL-2.
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Analyses statistiques

Les différences entre groupes ¢Etaient considérés statistiquement
significatives pour des valeurs de p-value < 0.05. Des tests non paramétriques
ont été utilisés parce que les concentrations des cytokines n’étaient pas
normalement distribuées. Des analyses statistiques univariées ont €té utilisées
pour comparer les réponses cytokine aux antigénes de schistosome entre les
individus (IBM SPSS 21.0). La comparaison des fréquences des réponses
cytokines induites par les antigénes de S. mansoni et S. haematobium entre
individus (par exemple réponse SEAm versus SEAh) a été faite par le test de
McNemar. De méme, les tests Wilcoxon Signed Rank ont été utilisés pour
comparer les niveaux de réponse cytokine de S. mansoni et S. haematobium
entre les groupes. L’analyse multivariée a été utilisée pour I’analyse globale de
la réponse cytokine dans le population d’étude [265]. Nous avons utilisé des
tests non paramétrique pour [’analyse non métrique a 1’échelles
multidimensionnel (nonmetric multidimensional scaling (nMDS) effectuée par
le logiciel ‘R’ [268;269]. Cette méthode est une variante de 1’analyse principal
de composant de paramétrique (parametric principal component analysis (PCA))
mais avec de plus faible assomptions sur la nature des données et de
I’interrelation des variables [270]. Cette considération est en effet importante
car les niveaux de réponse des cytokines n’étaient pas normalement distribués
méme apres transformation logarithmique. Aussi, les niveaux des différentes
cytokines étaient corrélés d’un groupe a un autre. Aprés calcul de niveau des
cytokines (i.e. visualisation des réponses multiples de chaque participant),
I’association entre les cytokines et I’infection était déterminée. Avant I’analyse
par la méthode nMDS, les concentrations de cytokines du controle négatif ont
¢té soustraites de la réponse des antigénes pour obtenir des réponses cytokines
nettes ; les valeurs négatives ¢€taient ramenées a zéro. Les valeurs nettes ont été
rendues normales par transformation logarithmique de base 10 apres avoir ajouté

1 pg/ml sur chaque valeur. Les intensités des infections par les schistosomes ont
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¢té normalisées apres avoir ajouté la moitié de la limite de détection (i.e. 5 ceufs
par grammes de selles et 0.5 ceufs par 10ml d’urines respectivement). Un test
nMDS était effectué pour chacune des quatre conditions de stimulation (SEAm,
SEAh, AWAm ou AWA) utilisant la fonction « metaMDS » [269]. Chaque test
nMDS a été répété plusieurs fois pour évaluer la robustesse du résultat [270].
L’index de dissimilarité Euclidien a été utilisé [269] et les profils de réponse
cytokine, i.e. les matrix de I’IL-10, IL-5, IFN-y, TNF-a, et IL-2, ont été
regroupés sur un échelle tridimensionnel (3D) afin de représenter de manicre
adéquate les variations des données [270]. Ainsi, les gradients des réponses
cytokines, sur lesquels les tests sont bas€s, ont été ajustés en utilisant la fonction
«envfit » [269]. La méme fonction ¢€tait utilisée pour ajuster les intensités des
infections sur 1’échelle tridimensionnel 3D nMDS et tester 1’association des
réponses cytokines avec l'intensit¢ de [’infection ou le statut infectieux
(contrdles négatifs, infection par S. mansoni, infection par S. haematobium et
infection mixte par S. mansoni et S. haematobium). Nous avons utilisé la
fonction « ordiellipse » pour ajuster la différence des scores pour les différents

statuts infectieux avec un intervalle de confiance de 95% [269].

Résultats

Caractéristiques de la population d’étude

La population d’étude ¢tait constituée de 88 sujets de sexe masculin et
112 de sexe féminin avec un age médian de 16 ans (range 5-53). Plasmodium
falciparum, T. trichiura et les ankylostomes étaient absents de la population
d’¢tude tandis que et A. [umbricoides et S. stercoralis ¢étaient rares
(respectivement n=3 et 2, avec 100% de concordance entre la microscopie et la
PCR). Par contre 137 (69%) des sujets ¢€taient infectés par S. mansoni, 116
(58%) par S. haematobium; soixante pourcent (95/158) des sujets infectés

présentaient les deux espéces (Table 2).
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Tableau 2 : Infections par les schistosomes au niveau de la population d’étude.

Infection par S. Infection par S. Prévalence Code pour le statut
mansoni haematobium (n) infection
Sur Figure 20

Sujets Féces Urine® Féces Urine
Positif 158
Infections par 63
une espéce

+ - 42 M (bleu-sombre)

- - + 21 H (bleu-clair)
Infections 95 MH
mixtes

+ - + 81 MH (Rose)

+ + - + 13 MH (Jaune)

- + - + 1 MH (Rouge)
Négatif - - 42 N (Vert)
Total 136 14 0 116 200

& Eufs de Schistosoma mansoni qui ont été libérés au niveau des urines (ectopiques) avaient

des morphologies quelque peu semblables a ceux de S. mansoni mais pourraient étre des

ceufs hybrides [260;262].

Les antigénes de S. haematobium induisent des niveaux de cytokine

plus élevés que ceux de S. mansoni

Entre les différents sujets, les niveaux des réponses induites par les

antigenes de S. haematobium étaient plus élevés que ceux induits par S. mansoni

(Table 3). A I’exception des réponses IFN-y et IL-10 au SEA, les différences

¢taient statistiquement significatives pour toutes les autres réponses aux

antigenes SEA et AWA.
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Table 3 : Niveau des cytokines en réponse aux antigénes de schistosomes suivant 72h de
stimulation (n=200).

Antigéne | Espéces Cytokine | Réponse (%) | Médiane Conc. en pg/ml (IQR) p-value

IL-10 92.0 12.7 (5.2-32.4) 0.874
IL-5 78.5 3.7 (1.0 - 19.0) <0.001

S. mansoni IFN-y 67.5 3.4 (0.05 - 7.8) 0.729
TNF-a 64.5 0.7 (0.03-2.2) 0.046
IL-2 80.0 6.3 (2.0-18.8) <0.001

SEA

IL-10 90.5 13.1 (4.7-322)
IL-5 77.0 52 (0.9-47.4)

S. haematobium | TFN-y 63.0 4.2 (0.05 - 7.8)
TNF-a 67.5 1.0 (0.03 -4.3)
IL-2 80.5 8.2 (2.1-54.7)
IL-10 98.5 25.7 (13.2-48.2) 0.008
IL-5 94.5 69.3 (11.8-201.2) <0.001

S. mansoni IFN-y 74.5 5.4 (0.05 - 9.4) 0.002
TNF-a 90.5 4.6 (1.2-10.9) <0.001
IL-2 98.0 60.3 (224 -152.1) <0.001

AWA

IL-10 99.0 30.0 (17.0 - 50.4)
IL-5 96.0 108.6 (25.9-237.9)

S. haematobium | TFN-y 78.5 6.3 (1.7-12.1)
TNF-a 96.5 6.0 (2.7-15.1)
1L-2 98.0 99.5 (42.4-224.5)
IL-10 59.5 1.7 (0.03 -4.9)

Medium IL-5 57.0 0.9 (0.02 -2.6)

IFN-y 58.0 22 (0.05 - 5.8)
TNF-a 63.5 0.4 (0.03 - 1.5)
IL-2 455 0.03 (0.03 -2.9)

L "&hantillon de sang de chaque individu a été stimulé en utilisant 5 conditions: 4 antigénes (SEAm,
SEAh, AWAm, et AWAh) et une condition sans antigene (contréle négatifs; voir Matériels et
Meéthodes).
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Profil général des cytokines

Des analyses multivariées ont été utilisées pour déterminer les différentes
réponses cytokines induites par les antigénes. Les figures 19 et 20 montrent la
variation des réponses cytokine dans la population d’étude avec chaque point
représentant un individu. Les distances entre les points évaluent la dissimilarité
interindividuelle de la réponse cytokine avec des valeurs de contraintes de 0.051
pour SEAm, 0.041 pour SEAh, 0.058 pour AWAm et 0.061 pour AWAh. Les
fleches indiquent respectivement I’augmentation des gradients des réponses
d’IL-10, IL-5, IFN-y, TNF-a et IL-2. Cela signifie en somme que les niveaux de
cytokines sont plus ¢levées chez les sujets (points) plus proches situés en
position orthogonale par rapport aux bouts des fleches que pour ceux situés du
coté opposée. La longueur de la fleche de cytokine est proportionnelle au degré
d’ajustement (goodness of fit) de ce gradient de cytokine en graphique

bidimensionnel.
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Figure 19 : Variation des réponses cytokines induites par les antigenes de schistosome en
relation avec intensité de ’infection. Chaque nMDS tridimensionnel (3D) est représentée
en 2 plans (2D). Les panels gauches et droits représentent respectivement la premiere et
deuxieme, et deuxieme et troisieme dimension. Les panels A et B montrent le profil des
cytokines induites par les antigenes d 'eeufs de S. mansoni (SEAm), les panels C et D celui des
antigenes d'ceufs de S. haematobium SEA(h), les panels E et F celui des antigénes de ver
adulte de S. mansoni (AWAm), et les panels G et H montrent le profil des cytokines induites

par les antigenes de ver adulte de S. haematobium AWA(h). Chaque point vert représente un
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individu. Les distances entre les points estiment |"ordre du rang des dissimilarité dans le
profil des cytokines entre les individus respectifs avec des valeurs de stress de 0.051 pour
SEAm, 0.041 pour SEAh, 0.058 pour AWAm, et 0.061 pour AWAh. Les fleches rouges
indiquent les gradients linéaires des réponses nettes des cytokines normalisées sur lesquelles
le nMDS est basé. Les points sont proportionnels aux valeurs individuelles de |"intnsité de
[“inection normalisée de S. mansoni. Les fleches noires indiquent les gradients linéaires des
post hoc ajustés des intensités de ["infction normalisées de S. mansoni (,Sn') et S.
haematobium (,,Sh). La longueur de la fleche est proportionnelle au « goodness of fit » de
["inensité de | "infction au niveau du profil des cytokines dans le plan 2D mais les longueurs
ne peuvent pas étre comparées entre les fleches des cytokines et intensités de "ingction. Les
fleches sont dépeintes seulement si leur pente est significative dans le plan 3D (voir Tableau
4) et dans les plans 2D respectifs. Au niveau du panel H, les fleches indiquant la réponse IL-5

et ["intaisité de | "infction par S. mansoni se chevauchent et leur niveau est ainsi illisible.

“ L'interprétation biologique du nMDSI (a gauche de ["axe x) et nMDS2 (axe y) sont ajoutées
entre parenthése sur les unités de ['axe mais le nMDS3 (axe x droit) ne pourrait pas étre

interpreéteé.

Les parametres nMDS du premier axe (nMDS1) montrent que pour
chacun des 4 antigenes, toutes les réponses cytokines sont dirigées vers la
gauche. Les individus situés sur la gauche produisent des quantités plus €levées
de cytokines par rapport a ceux situés sur la droite. En d’autres termes, le
nMDSI1 indique un gradient vers des valeurs de réponse cytokine du plus grand
(gauche) au plus petit (droite). Par analogie, le deuxieéme axe, nMDS2, indique
un gradient du phénotype Thl-like (IFN-y et NF-a, en dessous) vers Th2-like
(IL-5, au sommet) pour chaque antigéne. A I’opposé€, IL-5 en réponse au SEA et
AWA n’est pas accompagnée d’une production d’IL-10. Les niveaux d’IL-2
augmentaient avec la production de cytokine Thl a I’exception de SEA de SEM.
Le troisieme axe (nMDS3) indique un gradient IFN-y et IL-10 (gauche) vers
TNF-a et IL-2 (droite).
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A Topposé des cytokines induites par les antigénes, les niveaux de
cytokines spontanément induites au niveau du contrOle ne montraient pas

d’évolution significative a I’exception de I’IL-5 au niveau du troisi¢me axe.

Relation entre les profils de cytokine et I’infection par les

schistosomes

Comme il a ¢été¢ indiqué précédemment, nous avons aussi évalué la
variation des réponses cytokines a travers la population d’étude en rapport avec
I’intensité de 1’infection. Le tableau 4 montre que toutes les associations entre
les cytokines induites par les antigénes et I'intensit¢ de 1’infection étaient
statistiquement significatives. Au niveau de la figure 19, la direction des fleches
noires représente respectivement 1’augmentation du gradient de I’intensité des
infections de S. mansoni et S. haematobium ; ces axes ¢€taient généralement en
direction opposée des réponses cytokines. Ceci indique que I’intensit¢ de
I’infection et les réponses cytokines sont négativement associées; en d’autres
termes, les sujets présentant des intensités d’infection €levées ont des
productions de cytokine plus faible. Sur le second axe, I’intensité de 1’infection
augmente avec I’IL-5 et diminue avec les cytokines Th1 (TNF-a, IFN-y, et IL-2)
a D’exception de I’'IL-5 en réponse au SEAm qui augmente avec I’intensité de
I’infection. Ainsi, quand D’intensit¢ de I’infection augmente, les réponses
cytokines diminuent et le phénotype Th2 devient prédominant. L’association
entre I’intensité de I’infection et la diminution de la réponse cytokine était plus
prononcée avec les réponses aux antigenes SEA et AWA. L’intensité de
I’infection augmente avec la production d’IL-5 induite par AWA mais diminue
avec celle induite par SEA, indiquant que cette association entre 1’infection et le
phénotype Th2 était plus prononcée pour AWA. Ainsi les sujets présentant de
fortes intensités de I’infection induisent une réponse Th2 plus prononcée a
I’antigéne AWA et une plus forte réponse suppressive contre SEA que pour les

sujets ayant une faible intensité de I’infection.
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Figure 20 : Variation des réponses cytokines induites par les antigénes de schistosome en
relation avec le statut infectieux. Les marquages des points et tests post hoc sont différents
mais les profils des cytokines sont les méme que dans la figure 1: Les panels de gauche et de
droite représentent respectivement la premiere et deuxiéme, et deuxieme et troisieme
dimension. Les panels A et B montrent le profil des cytokines induites par les antigénes
d'eufs de S. mansoni (SEAm), les panels C et D celui des antigénes d'teufs de S.
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haematobium SEA(h), les panels E et F celui des antigénes de ver adulte de S. mansoni
(AWAm), et les panels G et H montrent le profil des cytokines induites par les antigénes de
ver adulte de S. haematobium AWA(h) (voir la légende de la figure 19 pour plus de détails).
Dans cette figure, les points verts représentes les controles (sujets non infectés), les points
bleu-sombres ceux infectés par S. mansoni seuls, les points bleu-clairs ceux infectés par S.
haematobium et les autres couleurs indiquent les individus présentent une infection mixte:
rose pour infections mixtes sans élimination ectopique d'ceufs, jaune pour infections mixtes
avec élimination ectopique d"ceufs de S. mansoni et S. haematobium et rouge pour les
individus présentant les ceufs de S. mansoni et S. haematobium au niveau des urines
(possibles especes hybrides [260-262]; voir aussi tableau 2). Les Ellipsoides représentent les
intervalles de confiance a 95% pour la moyenne des scores du groupe, pour les différents
Statuts infectieux. contréles (,,N), infection par S. mansoni seul (,,M), infection par S.
haematobium seul (,,H), infection mixte (,, MH"). Les Ellipsoides sont réalisés en utilisant la
fonction ,,ordiellpse et sont dépeintes seulement si la pente (fit) du statut infectieux au niveau
du profile des cytokines était significatif au biveau p=0.05 sur le plan 3D (voir tableau 3),
mais aussi au niveau des plans 2D respectifs. Sur les panels A et G, les labels pour infection
par S. mansoni seul (,M") infection mixte (,MH ') se chevauchent.

“ L"intaprétation biologique du nMDSI (a gauche de |"ae x) et nMDS?2 (axe y) est
ajoutées entre parenthese sur les labels de |"ace mais le nMDS3 (axe x droit) ne
pourrait pas étre interpreéte.

Pour les antigenes des deux especes, nous n’avons pas observé de
différence significative des réponses cytokines. L.’association entre la production
de cytokines et Dl’intensit¢ de I’infection était donc comparable entre les
infections a S. mansoni et S. haematobium et entre les stimulations par les
antigénes de S. mansoni et S. haematobium (Figure 19). Le tableau 4 montre une
corré¢lation significative entre les profils de cytokines et ’intensité de 1’infection
par les schistosomes pour les combinaisons homologues (i.e. intensité
d’infection et stimulation par un antigéne de la méme espece) mais aussi
hétérologues (i.e. intensit¢ de I’infection par une espece et stimulation par

I’antigeéne de I’autre espece).

Relation entre les profils de cytokine et le statut infectieux
Les profils des cytokines en réponses aux antigénes ¢Etaient

significativement associé€s au statut infectieux a I’exception de la réponse vis-a-

89

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la réponse cellulaire dans la schistosomiase et la
pathologie associée



Chapitre 5 (Article 2): Réponses cytokine aux Schistosoma mansoni et Schistosoma haematobium en relation a ['infection en zone Co-
endémique au nord du Sénégal

vis de I'I[FN-y et de I’'IL-10 (Tableau 4). La figure 20 montre comment les
profils de cytokines différent en fonction du statut infectieux, avec un intervalle
de confiance ellipsoide de 95%, indigant que la différence des scores nMDS par
groupe d’infection (non infectée (‘N’), infection par S. mansoni seul (‘M’) et
infection par S. haematobium seul (‘H’)) par rapport I’infection mixte par les
deux especes de schistosome (‘MH’). Par analogie a la figure 19, les sujets non
infectés présentaient des réponses cytokines plus élevées comparés aux sujets
infectés par S. haematobium; et leur profil cytokine évoluait vers une réponse
Thl. Globalement, on assiste a un gradient du profil cytokine des sujets non
infectés vers les individus infectés par une espece puis les sujets co-infectés
(Figure 20); ces profiles ¢taient de la méme direction que le gradient observé
avec I’intensité de ’infection (Figure 19). Ainsi, les individus avec une faible
réponse cytokine Th2 tendaient a avoir une infection mixte ou sévere tandis que
ceux ayant une forte réponse Thl tendaient a €tre non infectés ; ceux avec un
profil intermédiaire avaient une infection simple ou une faible intensité de

I’1infection.

Pour les cytokines en réponse a SEAm, on assistait a une séparation nette
entre les ellipsoides pour les individus infectés par S. mansoni d’un part
(infection simple ou mixte) et d’autre part ceux non infectés part S. mansoni
(non infectés du tout ou infection simple par S. haematobium; Figure 20). Ceci
signifie que le profil de cytokines induit par SEAm différait entre les individus

avec et sans S. mansoni.

Il n’y avait pas de différence significative de la production de cytokines
entre les infections simples et mixtes (illustrée par un large chevauchement des
ellipsoides), ou entre les sujets non infectés et ceux présentant une infection par
une seule espece. Ceci indique que, contrairement au S. mansoni, 1’infection par

S. haematobium n’était pas associée a une production de cytokine en réponse au

90

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la réponse cellulaire dans la schistosomiase et la
pathologie associée



Chapitre 5 (Article 2): Réponses cytokine aux Schistosoma mansoni et Schistosoma haematobium en relation a ['infection en zone Co-
endémique au nord du Sénégal

SEAm. Les cytokines en réponse au Schistosoma haematobium étaient, de
maniere similaire, associées a I’infection par S. mansoni et par S. haematobium.
Les ellipsoides pour les groups avec une infection simple ou mixte montraient
une séparation nette avec ceux du groupe des controles ; le profil des cytokines
ne montrait pas de différence entre les infections simples a S. mansoni et S.

haematobium.

Tableau 4. « Goodness of fit » des intensités d’infection et statuts infectieux des profils
de cytokines

Infection Cytokine induite par I'antigéne

SEAm | SEAh | AWAm | AWAh

Intensité de I'infection par S. mansoni R? 0.14 0.17 0.10 0.13

p-value 0.001 0.001 | 0.001 0.001

Intensité de I'infection par S. haematobium R? 0.05 0.18 0.07 0.15

p-value | 0.02 0.001 | 0.003 0.001

Statut infectieux R? 0.09 0.18 0.02 0.04

p-value | 0.001 0.001 | 0.2 0.01

La figure 19 ci-dessus montre le fit (obtenu par es fonction ,,netaMDS " et ,, afit')
[268,269] des intensités des infection et figure celui des statuts infectieux (non infectés,
infection par S. mansoni, infection par S. haematobium et co-infection par S. mansoni et S.
haematobium) par rapport aux cytokines en réponse a chacun des quatre antigenes d 'ceuf ou
de ver adulte de schistosome (SEAm, SEAh, AWAm et AWAh). Ce tableau illustre les
“goodness of fit” qui représentent les carrés des coefficients de corrélation (R?). Les

significativités statistiques ont été évaluées par des tests de permutation (n=999).
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5.3. Article 3

Les cellules Th17 sont associées a la pathologie au cours de

la schistosomiase humaine
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Résumé

Introduction: Les infections par les schistosomes sont souvent cliniquement
latentes bien que certains sujets puissent développer des réactions pathologiques
séveres. Dans beaucoup de processus infectieux, les cellules Th17 ont été
associées a des atteintes tissulaires tandis que les cellules T régulatrices seraient
associées a une modulation des réactions inflammatoires. C’est ainsi que nous
nous proposons d’avaler comment 1’équilibre entre les cellules Tregs et Th17
évoluent chez les patients présentant des atteintes du tractus urinaire au cours de
la schistosomiase a Schistosoma haematobium. En utilisant différents
phénotypes de souris infectés par Schistosoma mansoni, nous avons aussi essaye
de comprendre si le profile immunitaire observé au niveau périphérique se
refléte au niveau des tissus. Méthodologie: Les différentes sous-populations de
cellules T auxiliaires ont été caractérisées au niveau périphérique chez des
enfants vivant en zone endémique aux schistosomes, mais aussi au niveau
périphérique, hépatique et splénique sur les phénotypes CBA et C57BL/6 de
souris présentant respectivement une pathologie sévere et modérée. Résultats:
Les enfants atteints de schistosomiase urinaire avec des atteintes vésicales
présentaient des pourcentages de cellules Th17 significativement plus élevées
comparés a ceux sans signe pathologique. De plus, le rapport Th17/Treg était
significativement plus €levé chez ceux présentant une pathologie. Au niveau du
sang périphérique, de la rate et du granulome hépatique des souris CBA
présentant une pathologie sévere, les cellules T productrices d’IL-17 étaient plus
¢levées par rapport aux souris C57BL/6 de pathologie modérée. Conclusion:
Ces résultats indiquent pour la premiére fois que les cellules Th17 pourraient

étre impliquées dans la pathogenése de schistosomiase humaine.
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Introduction

I1 est estimé a plus de 200 million le nombre de personnes infectées par
les schistosomes a travers le monde [30] dont la majorité se trouvent en Afrique
[271]. Bien que la schistosomiase soit souvent cliniquement latente, des cas de
morbidité séveére peuvent étre notés. La pathologie est principalement induite

par les réactions immunitaires au niveau du granulome tissulaire contre les ceufs

des parasites [17;156;272].

Les mécanismes sous-jacents du développement de la pathologie ne sont
pas encore bien compris. Méme si ces manifestions pathologiques peuvent étre
liées a D’intensité de D’infection [156;199], il a été montré que certaines
différences immunologiques sont associées a leur survenue [72;273]. La
compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans
I’immunopathologie de la schistosomiase pourrait avoir d’importantes
implications dans les stratégies d’intervention, pas seulement pour Ila

schistosomiase mais aussi pour d’autres maladies [17;274].

Des ¢tudes chez des souris déficientes en IL-13 et IL-4 ont montré que les
cytokines de type Th2 sont impliqués dans la fibrose et les réactions au niveau
du granulome [211]. Cependant, du fait que les cellules Th2 peuvent moduler
I’inflammation et participer a la réparation des tissues [20], force est de se
demander s’il n’y aurait pas I’implication d’autres sous-populations cellulaires

dans le développement de I’'immunopathologie sévere.

De récentes études ont mis en évidence le role crucial des cellules T
auxiliaires CD4" productrices d’IL-17 (Th17) dans la pathogenése de la
schistosomiase chez la souris [21;274]. En ce qui concerne les cellules T
régulatrices, i1l est connu que les helminthes peuvent induire une réponse

régulatrice pour la survie des parasites [275;276] et le contrdle des
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manifestations pathologiques [224;226]. Des études sur la différentiation des
cellules Treg et Th17 ont montré une possible relation entre ces sous-
populations. En effet de récents travaux chez la souris suggerent que les cellules
Th17 exacerbent le développement de la pathologie tandis que les cellule Treg
contrélent ces manifestations [17]. Dans cette étude, nous nous proposons
d’étudier le role des cellules Thl7 chez des sujets infectés par les S.
haematobium avec ou sans légions pathologiques et de déterminer comment
I’équilibre entre les cellules Treg et Th17 est associée a la pathologie chez
I’homme. Ainsi, nous avons déterminé I’expression des facteurs de transcription
des cellules T auxiliaires FOXP3, ROR-yt, T-bet et GATA3 mais aussi €valu¢
les sous-populations de cellules T en fonction de leur signature cytokinique IL-
10, 1L-17, IL-22, IFN-y et IL-4. 11 faut noter que chez I’homme, le sang
périphérique est le seul compartiment dont nous pouvions avoir acces et cela ne
nous permettait pas de voir si le profil immunitaire observé au niveau
périphérique se reflétait au niveau des organes. Vu qu’il est particulierement
difficile d’infecter des souris avec le S. haematobium [277], nous avons utilisé
des souches de souris CBA (phénotype pathologie seévere) et CS57BL/6
(phénotypes pathologie faible) pour déterminer le profil des cellules T

auxiliaires au niveau tissulaire.

Matériels et méthodes

Population d’étude

Notre ¢tude s’est déroulée dans le village de Pakh, au nord du Sénégal, ou
S. mansoni et S. haematobium sont endémiques. Deux cent treize sujets agés de
5 a 55 ans ont participé dans cette €¢tude ; cependant 87 d’entre eux n’avaient pas
eux de données parasitologues complétes. Des examens radiologiques
(échographies) ont été réalisés sur 200 des 213 participants et des données
parasitologues et radiologiques complétes ont €té obtenues pour 126 sujets sur

lesquels nous nous proposions de déterminer la morbidité associée a I’infection
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par une des especes de schistosome. Vu que la prévalence de S. haematobium
était plus €levée que celles de S. mansoni et que les enfants présentaient une plus
grande prévalence de I’infection par S. haematobium associée aux signes
pathologiques correspondants, nous avons ainsi pris les enfants pour les
investigations immunologiques. Ces enfants agés de 5 a 14 ans ont été défini en
3 groupes : 1) les enfants négatifs pour S. haematobium et S. mansoni et ne
présentant pas de signe radiologique de morbidité (S-P-, n = 10), les enfants
atteints seulement de S. haematobium sans aucun signe de morbidité spécifique
aux deux espéces de schistosome (S+P-, n = 6) et les enfant atteints de S.
haematobium avec des signes radiologiques spécifiques de bilharziose urinaire
(S+P+, n = 10). Cette ¢tude a été approuvée par Le Comité National d’Ethique
de la Recherche en Sant¢é (CNERS) du Sénégal sous le permis numéro
0044MSPHP/DS/CNERS. Un consentement libre éclairé a été obtenu de tous les
participants a I’étude. Pour les enfants, le consentement a été obtenu des parents

ou de leur gardien legal.

Examens parasitologiques et radiologiques

Tous les participants ont été testés pour S mansoni et S. haematobium.
Pour S. mansoni, la numération des ceufs a été faite par un double test de Kato-
Katz utilisant 25 mg de selles réalisés en deux jours différents. Pour S.
haematobium, les ceufs ont été¢ déterminés au niveau des urines en deux jours
distincts par la technique de filtration utilisant des filtres millipores de 12-um de

diameétre.

Nous avons, selon le guide de Niamey, utilisé I’échographie pour évaluer
les atteintes tissulaires au niveau de 1’appareil urinaire qui sont des Iésions
spécifiques associées a I’infection par le S. haematobium [278]; ces différentes
l1ésions ont €té traduites en scores utilisés pour classifier le type et le degré des

Iésions. Les signes radiologiques spécifiques de I’infection par S. mansoni ont
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quant a eux ont été évalués au niveau hépatique, mettant en évidence les images

caractéristiques évocatrices du type de Iésion.

Le diagnostic du paludisme a aussi été¢ effectué¢ par la technique de la
goutte épaisse. Tous les participants ont subi une consultation médicale afin

d’évaluer leurs antécédents médicaux et d’éventuels signes d’infection ou de

syndromes inflammatoire non liés a la chistosomiasd. La numération formule

sanguine a 6té réalisée en utilisant ’hématocymométre AcT 5 Diff® des

laboratoires Beckmann Coulter.

Séparation et fixation des cellules

Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) ont été isolées
dans les quatre heures qui ont suivi le prélevement par différence de densité en
utilisant le Ficoll (GE Healthcare Bio-Sciences AB). Pour la détermination des
facteurs de transcription, un million de cellules ont alors €té fixées pendant une
heure par une solution de fixation (eBioscience) puis conservées a -80°C dans
du RPMI (Roswell Park Memorial Institute) enrichi avec 100Ul/ml pénicilline
(Gibco), 100UI/ml streptomycine (Sigma-Aldrich), 1 mM pyruvate (Sigma-
Aldrich), 2 mM glutamate (Sigma-Aldrich), 10%FBS (Invitrogen), 10%
diméthyle sulfoxyde (DMSO) (Merk).

Stimulation cellulaire

Pour la détermination des cytokines intracellulaires des cellules T, 1x10°
PBMC ont été stimulées pendant au total 6 heures avec 100 ng/ml de phorbol-
myristate-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich) et 1 pg/ml d’ionomycine (Sigma-
Aldrich). La Brefeldine A (BFA, 10 pg) (Sigma-Aldrich) a été ajoutée apres
deux heures de stimulation et les cellules incubées pour quatre heures

supplémentaires a 37°C sous 5% CO,. Les cellules ainsi stimulées ont été fixées
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avec du Paraformaldehyde (PFA) 2% (Sigma Aldrich) pendant 15 minutes puis
conservées a 80°C dans du RPMI-1640 contenant 10%FCS et 109%DMSO.

Analyse par cytométrie de flux

Les PBMC fixées (dans une solution de fixation de eBioscience pour la
détermination des facteurs de transcription et avec du PFA pour mesurer les
cytokines intracellulaires) ont ét¢ décongelées, lavées une fois avec du RPMI-
1640 contenant 10% de FBS, une fois avec du PBS PBS (Fresenius Kabi). Les
cellules ont ensuite été perméabilisées a la température ambiante et marquées
avec des anticorps spécifiques pendant 30 minutes a 4°C dans une solution
contenant un inhibiteur des fragments FcyR du complément (eBioscience) afin
d’empécher les fixations non spécifiques. Pour les facteurs de transcription,
2.5x10° cellules ont été marquées & partir de différents panels. Panel 1: AmCyan
anti-CD3 (BD Biosciences), PECy7 anti-CD4 (BD Biosciences), PE anti-RORyt
(eBioscience), PerCPCyS5.5 anti-T-bet (eBioscience), et eFluor660 anti-GATA3
(eBioscience); panel 2: APC anti-CD3 (BD Biosciences), PerCP anti-CD4 (BD
Biosciences), PECy7 anti-CD25 (BD Biosciences) et FITC anti-FOXP3
(eBioscience). Pour la détermination des cytokines, 2.5x10° cellules ont été
utilisées pour deux différents panels. Panel 1: AmCyan anti-CD3 (BD
Biosciences), PerCP anti-CD4 (BD Biosciences), Alexa Fluor-488 anti-IL17
(eBioscience), PE anti-IL-22 (R and D systems), PECy7 anti-IL-4 (eBioscience)
et APC anti-IFN-y (BD Biosciences); panel 2: AmCyan anti-CD3 (BD
Biosciences), PerCP anti-CD4 (BD Biosciences) et PE anti-IL-10 (BD
Biosciences). Les cellules marquées ont été lavées et suspendues dans du PBS
contenant 0.5% de BSA et 2mM d’EDTA et analysées par le cymometre
FACSCanto (BD Biosciences). Les résultats obtenus ont été analyses par le

logiciel FlowJo version 8.8.6 (Tree Star Inc.).
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Les différentes souches de souris

Des souris femelles de souche CBA/J et C57BL/6 fournies par « The
Jackson Laboratory» (Bar Harbor, ME) ont ¢ét¢é maintenue en laboratoire a
I’Universit¢ Médicale de Tufts selon les normes du guide de I’Association
Américaine d’Evaluation et d’Accréditation des Laboratoires Animaux. Les
souris ont ensuite €té infectées par injection intrapéritonéale de 85 cercaires de
S. mansoni (Puerto Rico strain) obtenus a partir de mollusque Biomphalaria
glabrata fournis par le docteur Fred Lewis (Biomedical Research Institute,
Rockville MD) de I’Institut National de Sante et I’Institut National des Allergies
et Maladies infectieuses (NO1AI-55270). Les souris ont ¢été sacrifiées huit
semaines apres infestation. Toutes les expériences sur les animaux ont été
réalisées en accord avec le Guide pour la Prise en Charge et I’Utilisation des
Animaux de Laboratoire de I’Institut National de Sante, avec 1’autorisation de
I’Association Ameéricaine d’Evaluation et d’Accréditation des Laboratoires

Animaux (permit numéro B2009-88).

Préparation des cellules animales et stimulation cellulaire

Pour obtenir les cellules du granulome hépatique, les foies de trois souris
ont été associés et broyés. Le broyat a ensuite été sédimenté a 1 x g, lavé de
mani¢re intensive et traité par digestion enzymatique avec 1 mg/ml de
collagénase H de Clostridium histolyticum (Sigma Chemical Co). Les cellules
mortes et les érythrocytes ont €té retirés de la suspension de granulomes par
centrifugation avec du Lympholyte-M (Cedarlane) selon la procédure du
fabricant. Les cellules de la rate ont été extraites et la disruption mécanique des
tissues utilisée pour obtenir une seule suspension cellulaire avec du RPMI-1640
contenant 10% FBS (Aleken Biologicals), 4 mM L-glutamine, 80 U/ml
penicilline, 80 pg/ml streptomycine, 1 mM pyruvate de sodium, 10 mM HEPES,
Ix d’acide amine non essentiel (tous provenant de BioWhittaker) et 0.1% 2-

mercaptoethanol. Les PBMC ont été isolées du sang rétro-orbital et les
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érythrocytes lysés par incubation avec une solution de chloride ammonium Tris
de pH 7.2 (Sigma) pendant 15 min dans de la glace. Les cellules ont ensuite été

lavées, comptées et suspendues dans RPMI-1640.

Deux millions de cellules par ml ont été stimulées avec 50 ng/ml de PMA
(Sigma) et 500 ng/ml d’ionomycin (Sigma) pendant 6 heures a 37°C sous 5%
CO,. Dix pg/ml de BFA (Sigma) ont été ajoutés dans les quatre derniéres

heures.

Analyse des cellules murines par cytométrie

Pour déterminer 1’expression de I’IL-17, I'IFN-y et I’'IL-4, les cellules ont
¢té lavées avec du FACS buffer (PBS avec 0.1% BSA (Sigma) et 0.01% azide
de sodium (Sigma)) contenant 10 pg/ml de BFA et bloquées avec 0.3 mg/ml
d’IgG de rat (Sigma) pendant 10 minute dans de la glace. Les cellules ont
ensuite ¢t¢ marquées avec APC anti-CD4 (BD Biosciences) pendant 25 min,
lavées une fois avec du BFA-FACS buffer, fixées pendant 15 minutes a la
température ambiante avec 4% PFA et lavées avec du FACS buffer. Apres
lavage, les cellules ont été perméabilisées pendant 15min avec du FACS buffer
contenant 0.1% de Saponine (Sigma) et 0.3 mg/ml d’IgG de rat (Sigma) et
marquees pendant 35 minutes a la température ambiante avec PE anti-IL-17 (BD
Pharmingen), FITC anti-IFN-y (BD Pharmingen) et PE anti-IL-4 (BD
Pharmingen). Au terme de 1’incubation, les cellules ont été lavées une fois avec
du FACS buffer contenant 0.1% saponine et deux fois avec du FACS buffer
normal avant d’étre suspendues 1% de PFA. Pour la détermination de
I’expression de FOXP3, les cellules non marquées ont été lavées avec du FACS
buffer, bloquées pendant 10 min avec I’'lgG de rat et marquées par le CD4
comme précédemment décrit. Les cellules ont ensuite été fixées avec une
solution de fixation eBioscience pendant 45 min a 4° C, lavées avec du FACS

buffer puis marquées avec APC anti-FOXP3 (eBioscience) pendant 45 minutes a
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la température ambiante. Les cellules ont ensuite été lavées une fois avec 0.1%
saponine, une fois avec du FACS buffer normal et suspendues dans du FACS
buffer pour I’analyse par cytométrie de flux utilisant le FACSCalibur (Becton
Dickinson). Les données obtenues ont ét¢ analysées en utilisant le logiciel

Summit version 4.3 (Dako).

Analyses statistiques

Les analyses statistiques des données obtenues chez ’homme ont été
ralliées faite avec le logiciel SPSS version 17 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA);
les différences entre les groupes ont ¢t€ analysées en utilisant les tests non
paramétriques de Kruskal-Wallis H et Mann-Whitney U. Les données animales
ont ¢t¢ analysées en utilisant le logiciel GraphPad Prism pour Window version
5.03 (Graphpad, CA, USA); le test ANOVA one-way a été utilis€ pour
déterminer les différences statistiques entre groupes. Les valeurs de P-value <
0.05 ont été considérées comme statistiquement significatives pour toute

différence.

Résultats

Analyse de la population d’étude

Parmi les différents groups, il n’y avait pas de différence statistiquement
significative pour 1’age, le sexe et I’intensité¢ de I’infection entre les différents
groupes malgré une tendance vers un nombre plus élevé des ceufs de S.
haematobium dans le groupe S+P+ par rapport au groupe to S+P-. Parmi les
enfants qui avaient des signes de morbidité, 80% d’entre eux présentaient une
irrégularité de la paroi vésicale contre 20% qui avaient un €paississement de
cette paroi. Le tableau 1 montre les caractéristiques des différents groupes de la

population d’étude.
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Tableau 5 : Caractéristiques de la population d’étude

S-P- S+P- S+P+

(n=10) (n=6) (n=10) P
Age, median [min-max]

10[5-14] 8[7-14] 9[5-14] 0.913
Sex, male, n (%) 4(40%) 2(33.3%) 7(70%) 0.166
S. mansoni egg/25mg of stool 0 0 0 -
S. heamatobium egg/10ml, median[IQR] 0 30.5[10.0-70.1] 81.2[29.2-197.7] 0.159
Liver Morbidity No No No -
Urinary bladder morbidity No No Yes -

P: Comparaison entre S+P- and S+P+

Vingt-six enfants agés de 5 a 16 ans ont été divisés en trois groupes en fonction de la
morbidité et du statut infectieux: 10 enfants controles, non infectés et ne présentant pas de
pathologie spécifique de la schistosomiase (S-P-), 6 enfants infectés par S. haematobium sans
morbidité (S+P-) et 10 enfant infectés par S. haematobium avec morbidité (S+P+). La
morbidité spécifique au S. haematobium a été déterminée par échographie; en effet, les
images radiologiques évocatrices d'irrégularité ou épaississement de la paroi vésicale, ou la
présence de masse ou de pseudopolypes ont été traduits en scores. La valeur de P pour la
comparaison du sexe entre les groupes a été effectuée par le test Chi-Square tandis que les
comparaisons pour l"d@e et de ["inensité de ["infction ont été faite par le test non
paramétrique de Mann-Whitney U. L"age le sexe et les ceufs de S. haematobium ne
montraient pas de différence statistiquement significative entre les groupes. Abréviations: S:

Schistosoma haematobium, P: pathogene, -: négatif, +: positif-

Les sujets avec des atteintes du tractus urinaire présentaient des

proportions plus importantes de cellules Th17 au niveau du sang

périphérique

Les cellules Th17 ont été définies par le phénotype CD3'CD4 RORyt"
comme indiqué sur de la figure 21A. Nous avons trouvé une augmentation
significative de la proportion des cellules T CD4 ' RORyt" T au niveau du groupe
S+P+ (4.9% [Interquartile Range (IQR):4.1-5.7]) par rapport aux groupes S+P-
(2.3% [IQR:1.9-3.9]) (P=.03) et S-P- (2.8% [IQR:2.5-4.0]) (P=.003) (overall
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P=.008) (Figure 1B). De méme, le pourcentage des cellules T CD4'IL-17" T
(stratégie de gating indiquée sur la figure 22A) était significativement plus élevé
pour le groupe S+P+ (2.8% [IQR:2.2-3.5]) comparé au groupe S+P- (1.5%
[IQR:1.2-2.3]) (P=.009) (Figure 2B) (overall P=.025). Cependant, la proportion
des cellules T CD4" productrice d’IL-17 ne différait pas statiquement entre les
groupes S+P- et S-P- (P=.065).
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Figure 21 : Augmentation de ’expression de RORyt chez les patients présentant une
morbidité. La stratégie de gating pour la détermination de la fréquence des cellules T
RORyt", FOXP3" et CD25"¢" FOXP3" CD4" est illustrée au niveau de cette figure (A). Les
lymphocytes totaux ont été identifiés par la population des cellules T CD3+CD4+ pour
[“analysede ["epression de RORyt, FOXP3 ou CD25"¢"FOXP3. Les box plots représentant
les pourcentages des cellules T (B) CD4 RORyt", (C) CD4 FOXP3', et (D)
CD4'CD25"¢" FOXP3" et les scatter plots (E) du ratio CD4 " RORyt" sur CD4 " FOXP3" (F)
et du ratio CD4"RORyt" sur CD4*CD25""* FOXP3" pour les groupes S-P- (n = 10), S+P- (n
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= 6) et S+P+ (n = 10) sont illustrées. Les données sont exprimées en médiane et interquartile
range. Les P-values ont été calculés en utilisant le test non paramétrique de Mann-Whitney U
test. Seuls les P-values statistiquement significatifs sont indiqués au niveau des figures.

Abreviations: S: S. haematobium, P: pathologie, -: négatif, +: positif. *p<0.05, **p<0.01.

Les cellules T CD4+ productrices d’IL-22", qui auraient un role dans les
réactions pathologiques, ont aussi ét¢ analysées. Nous avons trouvé que leur
proportion était plus élevée chez les enfants qui présentaient une pathologie
(3.06% [IQR:2.5-4.1]) par rapport a ceux qui n’en avaient pas (2.4% [IQR:1.8-
2.8]) bien que la différence n’était pas significative (P =.065) (Figure 22C).

Pour les cellules T régulatrices, il n’y avait pas de différence significative
entre les groupes aussi bien dans ’expression de CD4 FOXP3" (figure 21C) que
celle de CD4"CD25"" FOXP3" (Figure 21D). Cependant en calculant le rapport
des cellules Th17/Treg, nous avons trouvé que le ratio CD4 RORyt™ sur
CD4'FOXP3" était significativement plus élevé pour le groupe S+P+ (1.2
[IQR:0.9-1.7]) comparé aux groupes S+P- (0.5 [IQR:0.3-0.8]) (P=.017) et S-P-
groups (0.5 [IQR:0.4-0.8]) (P=.004) (overall P=.007) (Figure 21E). Le ratio
CD4 RORyt" sur CD4"CD25"" FOXP3" était aussi significativement plus élevé
chez les enfants présentant une pathologie (7.7 [IQR:2.1-13.6]) par rapport aux
témoins ; cependant il n’y avait pas de différence statistiquement significative
entre les enfants infectés avec ou sans signes pathologiques (4.19 [IQR:2.5-6.5])
(P=.083) (overall P=.044) (Figure 21F). De méme, la production d’IL-10 ne
montrait pas de différence significative entre les groupes (Figure 22D) mais le
rapport des cellules T CD4'IL-17" sur T CD4'IL-10" était significativement plus
¢levé chez les sujets présentant une pathologie (1.2 [IQR:0.9-1.7]) par rapport
au ceux qui n’en avaient pas (0.5 [IQR:0.3-0.8]) (P=.009) (overall P=.028)
(Figure 2E), indiquant qu’en situation de pathologie, la proportion des cellules T

productrices d’IL-17 est plus importante que celle productrices d’I1L-10.
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Figure 22: Augmentation de la production d’IL-17 chez les patients présentant une
morbidité. La stratégie de gating pour la détermination de la fréquence des cellules
productrices T CD4+ IL-17, IL-22 et IL-10 est illustrée au niveau de la figure (A). Les
lymphocytes totaux ont été identifiés pour | "analys de |'expression de 'IL-17, IL-22 et IL-10.
Les box plots représentant les médianes et interquartiles ranges (IOR) des pourcentages des
cellules T (B) CD4"IL-17", (C) CD4"IL-22", (D) CD4"IL-10" et les scatter plots (médiane et
IOR), (E) du ratio IL-17" sur IL-10" au niveau des groupes S-P- (n = 10), S+P- (n = 6) et
S+P+ (n = 10) sont illustrés. Les P-values comparant les groups ont été calculés en utilisant
le test non paramétrique de Mann-Whitney U test. Seuls les P-values statistiquement
significatives sont indiqués au niveau des figures. **p<0.01. Abréviations: S: S.

haematobium, P: pathologie, -: négatif, +: positif.
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Les proportions des cellules Th1 et Th2 ne montrent pas de différence

significative entre sujets avec ou sans signes pathologiques

Les cellules Thl ont été définies par le phénotype T CD4 'T-bet ou T
CD4'IFN-y" T et les cellules Th2 par T CD4 GATA3" ou T CD4'IL-4" T; la
stratégie de gating est indiquée sur la figure 23A. Aucune différence
significative des fréquences des cellules Thl et Th2 n’a été trouvée entre les
différents groupes, que ce soit par I’expression des facteurs de transcription T-
bet et GATA3 (Figures 23B et 23C), ou la production de cytokines IL-4 et IFN-
v (Figures 23E et 23F). De plus, les ratios CD4 T-bet'/CD4 GATA3" (Figure
23D) et CD4'IFN-y /CD4'IL-4" (Figure 23G) ne montraient aucune différence

significative entre les groupes.
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Figure 23 : Les cellules Thl et Th2 ne montrent pas différence significative entre les
groupes. La stratégie de gating pour la détermination de la fréquence des cellules T CD4"
productrices d'TFN-y ou IL-4 est illustrée au niveau de la figure (A). Les lymphocytes totaux
ont été identifiés par la population de cellules T CD3"CD4" pour [ “analysede [ “epression de
T-bet, GATA3, IFN-y ou IL-4. Les box plots représentant les pourcentages des cellules T (B)
CD4'T-bet', (C) CD4"GATA3" T et les scatter plots du ratio (D) CD4 T-bet sur
CD4"GATA3", les box plots des cellules T (E) CD4 INFy", (F) CD4"IL-4" T et les scatter
plots du (G) ratio INFy"CD4" sur IL-4° CD4" T pour les groupes S-P- (n = 10), S+P- (n = 6),
et S+P+ (n = 10) sont illustrées. Les données sont exprimées en médiane et interquartile
range. Les P-values comparant les groups ont été calculés en utilisant le test non
parameétrique de Mann-Whitney U test. Seules les P-values statistiquement significatives sont

indiqués au niveau des figures. Abréviations: S: S. haematobium, P: pathologie, -: négatif, +:

positif.
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Les granulocytes du sang périphérique sont plus élevés chez patients

présentant des signes de morbidité

La numération formule sanguine a montré que la valeur absolue des
granulocytes étaient plus élevée chez les enfants avec des Iésions tissulaires
(5.48 x 10°/ul [IQR:4.4-9.5]) comparés aux groupes S+P- (3.5 x 10°/ul
[IQR:1.6-4.6]) (P=.049) et S-P- (4.2 x 10°/ul [IQR:2.8-5.0]) (P=.039) (overall
P=.044) (Figure 24A). Les sujets qui présentaient des signes pathologiques
tendaient a avoir des pourcentages de neutrophiles plus élevés (3.0 x 10°/ul
[IQR:2.0-4.5]) par rapports aux patients infecté sans signe pathologique (1.99 x
10°/ul [IQR:1.1-3.6]) mais la différence n’était pas statistiquement significative
(Figure 24B), contrairement aux €osinophiles qui étaient significativement plus

¢levés chez enfants avec pathologie (P=.03) (Figure 24C).

Figure 24 : Augmentation des granulocytes chez les patients présentant une morbidité.
Les scatter plots des valeurs médianes et les interquartiles des (A) granulocyte totaux, (B) des
neutrophiles et (C) des éosinophiles dans les groupes S-P- (n = 10), S+P- (n = 6) et S+P+ (n
= 10) sont illustres. Les P-values comparant les groups ont été calculés en utilisant le test
non paramétrique de Mann-Whitney U test. Seules les P-values statistiquement significatives
sont indiqués au niveau des figures. *p<0.05. Abréviations: S: S. haematobium, P:

pathologie, -: négatif, +: positif.

109

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la réponse cellulaire dans la schistosomiase et la
pathologie associée



Chapitre 5 (Article 3) : Les cellules Thl7 sont associées a la pathologie au cours de la schistosomiase humaine _

La proportion des cellules Th17 au niveau du sang périphérique, de

la rate et du foie était plus élevées chez les souris CBA

Pour déterminer si les réponses effectrices observées au niveau
périphérique se reflétent aussi au niveau des organes cibles, nous avons
déterminé 1’expression de 1’[L-17, I’IFN-y, et I’'[L-4 by au niveau splénique et
du granulome hépatique de souris infectées par S. mansoni avec (CBA) ou sans
(C57BL/6) pathologie sévere. Parallelement aux résultats trouvées chez
I’homme, les souris CBA présentant une pathologie sévere montraient des
proportions de cellules T CD4'IL-17" significativement plus élevées au niveau
périphérique (mean+SD: 0.7£0.008%) par rapport aux souches C57BL/6
présentant une pathologie modérée (0.2+0.1%) (P<0.0005) (Figure 25A). De
plus, les souris CBA présentaient aussi des pourcentages de cellules T CD4 'IL-
17" au niveau de la rate (1.0£0.3%) (P<0.0005) et du granulome hépatique
(8.1£0.2%) (P=.044) plus ¢€levées par rapport aux souches C57BL/6 (0.2+0.05%
et 1.7£0.9% respectivement pour la rate et le granulome hépatique) (Figure 25B,
25C). Concernant les cellules Thl, il n’y avait pas de différence significative
entre les deux souches de souris dans la production d’IFN-y, aussi bien au
niveau du sang périphérique que la rate et le granulome hépatique. Cependant,
les souris CBA avaient des taux de cellules Th2 plus élevés au niveau de la rate
(P<0.05) (Figure 5A, B) mais pas au niveau du granulome hépatique (Figure
25C).
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Figure 25: Augmentation de la proportion des cellules Th17 au niveau du sang
périphérique, de la rate du granulome hépatique des souris CBA. Les pourcentages des
cellules T CD4" productrices d'IL-17", IFN-y" et IL-4" au niveau (A) des PBMC, (B) des
cellules de rate de souris CBA et BL/6 infectées par le S. mansoni sont illustrés. En (C) les
pourcentages des cellules T CD4+ productrices d'IL-17", IFNy" et IL-4" au niveau des
cellules du granulome hépatique sont illustrés. Pour les PBMC et les cellules spléniques, les
données représentent trois experiences indépendantes. Les cellules du granulome
représentent la moyenne a partir de deux groupes. Les données sont illustrées et moyenne =+
SD. Les P-values ont été calculés par la méthode ANOVA one-way. Seules les valeurs de P
illustrant une différence statistiquement significative sont indiquées au niveau des figures.
*0<0.05, ***p<0.005. Abréviation: N: naive, I: infection par S. manson, SD: Standard

Deéviation.
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Enfin, ’expression de Foxp3 n’était pas statiquement différente entre les
souris CBA et C57BL/6 au niveau périphérique (Figure 26A) ; il est cependant
intéressant de noter les cellules T CD4 Foxp3" T était plus faible chez les souris
infectées comparées a celles non infectées. Au niveau splénique, les souris
C57BL/6 présentaient des pourcentages de cellules T CD4 Foxp3”
significativement plus ¢élevés (15.3£1.9%) comparées aux souches CBA
(12.1+£1.2%) (P<0.005) (Figure 26B). La méme tendance a ¢été observée au
niveau du granulome hépatique bien que cette différence n’était pas

statistiquement significative (Figure 26C).

Figure 26 : Expression de Foxp3" au niveau du sang périphérique, de la rate et du
granulome hépatique de souris BL/6. Les Scatter plots du pourcentage de Foxp3'CD4" au
niveau (A) des PBMC et (B) des cellules de la rate de souris CBA et BL/6 infectées ou non
infectées et le pourcentage de Foxp3 CD4" par les cellules du granulome hépatique (C) de
souris CBA et BL/6 infectées sont illustrés. Pour les PBMC et les cellules de la rate, les
données sont représentatives de trois expériences indépendantes. Pour les cellules du
granulome hépatique, les données constituent la moyenne de deux pools de granulomes. Les
données sont illustrées et moyenne =+ SD. Les P-values ont été calculés par la méthode
ANOVA one-way. Seules les valeurs de P illustrant une différence statistiquement
significative entre les souris CBA et BL/6 sont indiquées au niveau des figures. *p<0.05.

Abréviation: N: naive, I: infection par S. manson, SD: Standard Déviation.
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6. Discussion

Nous nous sommes proposés dans ce travail d’évaluer le profil
immunitaire de population rurale vivant en zone endémique aux schistosomes et
d’étudier la réponse immunitaire induite par les antigénes de schistosomes au
cours des schistosomiases a Schistosoma haematobium et S. manoni en zone co-
endémique mais les réponses cellulaires associées aux manifestations
pathologiques. Les sous-populations de cellules T auxiliaires, les cytokines pro-
et anti-inflammatoires ainsi que I’activation et les phénotypes mémoires des
cellules T et B ont ¢t¢ déterminés chez des sujets sains vivant en zone rurale
endémique aux schistosomes et en zone urbaine du Sénégal et des Pays-Bas.
Chez les sujets infectés, 1’expression des cytokines effectrices en réponse aux
antigenes de schistosomes ainsi que 1’association entre les cellules T auxiliaires

et les atteintes tissulaires chez I’homme et chez la souris ont été déterminées. A

la lumiére de nos résultats, différents points de discussion ont été souleves.

6.1. Spécificités « environnementales » du profil immunitaire

La survenue des infections et des signes de morbidité associés peuvent
parfois étre trés variables car la réaction de I’hote vis-a-vis des pathogenes peut
grandement dépendre du milieu. En effet, les différents environnements
résultant des changements de mode de vie ou de la fréquence des
microorganismes ont un impact non négligeable sur le systéme immunitaire et
peuvent par conséquent conditionner les mécanismes effecteurs vis-a-vis d’un
des pathogénes. Nous avons déterminé le profil immunitaire de sujets adultes
sains habitant en zones rurale et urbaine en Afrique (Sénégal) et en zone urbaine
en Europe (les Pays Bas). Tous les individus vivant en zone rurale et 9 des 10
des sénégalais vivant en zone urbaine étaient d’ethnie Wolof ; I’individu restant
de de la population urbaine sénégalaise €tait sérére, communauté la plus proche

des Wolof en termes de descendance [279]. Au niveau des différents groupes,
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les profiles immunologiques ont été déterminés sur les cellules ex-vivo et les
cellules stimulées. Nos résultats ont montré une importante différence

géographique du profil immunologique.

En effet, les fréquences des cellules Thl (CD4 T-bet” T ou CD4 TFN-y")
et Th2 (CD4 GATA-3" T ou CD4'IL-4"), mais aussi le profil pro-inflammatoire
(niveaux ¢élevée de TNF-a, IL-17, du ratio TNF-o:IL-10 et IL-17:1L-10) étaient
plus importants chez les sénégalais d’origine rurale suivi de la population
urbaine sénégalaise puis des européens. Ce gradient rural/urbain de la réponse
pro-inflammatoire concorde avec une ¢tude montrant que les populations
habitant dans un environnement tropical hostile présentaient des réponses pro-
inflammatoires plus importantes par rapport a ceux vivant en milieu tempere
[280]. Nos résultats sont aussi conformes avec ceux de Roetynck et al. qui ont
montré que des communautés Kenyanes vivant en zone rurale présentaient une
plus grande proportion de cellules T auxiliaires effectrices (productrices de
cytokines) comparées a des africains et européens résidant en zone urbaine
[281]. Le fait que les sénégalais en zone urbaine montrent des réponses pro-
inflammatoires plus faibles par rapport a la population rurale suggére que les
changements du profil immunitaire pourrait étre associés aux défenses de mode
de vie et une exposition de moins en moins faible aux microorganismes.
D’autres études ont en effet rapporté des changements du profil immunitaire de
migrants africains vivant en Europe [282;283]. Plus récemment, Smolen et al.
ont montré chez des enfants agés de 2 ans que la production de cytokines et de
chémokines en réponse a des ligands des récepteurs de I'immunité innée était
plus faible chez des enfants sud-africains par rapport a des enfants nord et sud-
américains [284]. Ces résultats sont différents des notres en terme de réponse
immunitaire entre zones de haut et faible revenues ; cette différence pourrait étre
due a I’age des sujets de la population d’étude qui était de 2 ans alors que nous

avons travaillé avec sur adultes. En effet, il a été rapporté que la différence dans

114

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la réponse cellulaire dans la schistosomiase et la
pathologie associée



Chapitre 6 : Discussion

la réponse immunitaire entre africains et européens était age-dépendante [285];
de plus, les enfants sud-africains avaient tous été vaccinés contre la rougeole a
I’age de 18 mois, ce qui n’a pas ¢té le cas dans les autres pays qui avaient des
calendriers vaccinaux différents. Effet, la vaccination, a moyen ou a long terme,

a un grand impact sur la réponse immunitaire globale [286].

I1 est connu que les réponses Th2 et Th17 ainsi qu’une forte réponse pro-
inflammatoire sont associées aux allergies et aux syndromes inflammatoires
[250;251]. La question est alors pourquoi les maladies inflammatoires et auto-
immunes restent relativement rares en zone rurale ou nous avons trouve des
profils Th2, Th17 et pro-inflammatoire plus élevés. Ceci pourrait étre expliqué
par le fait que I’IL-10 est significativement corr¢lée a I’'IFN-y, ’IL-17 et I’'IL-4
en zone rurale alors que ceci n’est pas le cas dans les populations urbaines du
Sénégal et des Pays-Bas. Ceci indique que les niveaux ¢€levés des cytokines Th2
et Thl17 observés dans la population rurale sont accompagnés d’une
augmentation de la production de cytokines régulatrice IL-10, confirmant ainsi
une modulation des réponses immunitaires en zone rurale [287]. 11 faut
cependant noter que I’absence de corrélation significative dans les populations
urbaines pourrait étre due a leur plus faible production de cytokine par rapport a
la population rurale. Les pourcentages des cellules IL-17" CD4" diminuent
graduellement de la population rurale vers les populations urbaines du Sénégal
puis des Pays Bas. Cependant, cette tendance n’a pas €té observée avec
I’expression de ROR-yt. Cette différence entre le profil de ROR-yt et IL-17 doit

étre étudiée de maniere plus approfondie.

HLA-DR et les molécules de co-stimulation B7-2 sont constitutivement
exprimées par les cellules présentatrices d’antigénes mais aussi par les cellules T
activées [129;247;288] et les cellules B [135;136] a la suite d’exposition répétée

aux microbes. A I’instar de la plupart des marqueurs cellulaires, I’expression de
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HLA-DR et CD86 au niveau des cellules T et B était plus importante dans la
population rurale sénégalaise suivi des sujets en zone urbaine du Sénégal puis
des Pays-Bas, mettant en évidence une plus grande activation immunitaire des
sujets vivant en zone rurale par rapport a ceux en milieu urbain. Ceci concorde
avec 1’é¢tude de Kemp et al. comparant des ghanéens (habitant en zone de forte
prévalence de plasmodium, mycobacterium et du virus d’Epstein-Barr) et des
européens et qui a montré des fréquences plus ¢élevées de cellules productrices
de cytokines chez les ghanéens corrélées a une modulation de la réponse
immunitaire [289]. Cependant a la lumiére de la plus grande magnitude de la
réponse effectrice que nous avons observé dans la population rurale, nos
résultats ne sont pas conformes a I’idée que la persistance de [’activation
immunitaire conduit a une répression de la réponse immunitaire [290;291].
Cependant, la plupart des études sur la modulation de la réponse immunitaire a
¢té faite a suite de stimulation par un antigene spécifique et non en condition ex-

vivo ou apres stimulation avec un mitogéne comme c’est le cas dans notre étude.

En plus du profil cytokinique et de 1’activation immunitaire, nous avons
aussi déterminé les cellules mémoires et avons trouvé que les sénégalais,
particulierement les sujets en zone rurale, présentaient des proportions plus
importantes de cellules T CD4" et B mémoires par rapport aux néerlandais. Ce
plus grand niveau d’activation et d’expression des cellules mémoires dans la
population rurale est conforme a I’hypothese selon laquelle I’environnement
aurait un impact sur le systeme immunitaire [282;292]. Nous avons aussi défini
les cellules T CD4" mémoires centrales (CD45RO'CD27") et effectrices
(CD45RO'CD27) [293] et comme pour les cellules mémoires totales,
I’expression des cellules mémoires centrales et effectrices était plus faible chez
les européens comparés aux populations urbaine et rurale du Sénégal. Il a été
montré¢ que des populations hautement différentiées de cellules mémoires

effectrices étaient fortement exprimées chez les individus présentant une hyper-
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activation chronique du systétme immunitaire comme au cours d’infections
virales persistantes [294] et des syndromes inflammatoires chroniques
[295;296]. Ce qui pourrait expliquer D’activation immunitaire et la forte
magnitude de la fonction mémoire en zone rurale ou régne un environnement

plus hostile.

A la lumiere de ces différences dans le profil immunologique entre
sénégalais et néerlandais d’une part, et d’autre part entre populations
sénégalaises vivant en zone rurale et urbaine, nos résultats semblent suggérer
que les différences géographiques pourraient définir notre « empreinte
immunologique ». Cette idée a été confirmée par Idaghdour e al. qui ont montré
chez des marocains appartenant au méme tribut et vivant dans des zones
géographiques différentes (zone urbaine, zone rurale montagneuse, et zone
deésertique) que plus 30% des transcriptomes des leucocytes €taient associ€s a
une différence géographique [297]. La variation du profil immunitaire tributaire
d’une zone géographique spécifique pourrait avoir un impact, au moins
partiellement, sur la pathogencse et la distribution spéciale de certaines
infections et de leur pathogenése. Puisque 1’efficacité vaccinale dépend de la
réponse immunitaire, nos résultats et ceux d’autres études allant dans ce sens,
suggerent I’importance de tenir en compte les spécificités géographiques pour
I’exploration de la réponse immunitaire en général et le développement de

vaccin en particulier.

Bien que les différences géographiques puissent avoir un impact sur le
systtme immunitaire, des investigations additionnelles tenant en compte des
aspects nutritionnels, génétiques et des infections courantes pourrait aider a
mieux comprendre les effets adverses associés aux variations du systeme

immunitaire et a la susceptibilité des infections.
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6.2. Réponse immunitaire au cours de la schistosomiase

Malgré les multiples investigations sur les déterminants de la réponse
immunitaire au cours de la schistosomiase, a ce jour peu de choses sont connues
sur les différences dans la réponse immunitaire entre les deux especes car la
plupart de ces études concerne une seule espece de schistosome. Les différences
ou interactions éventuelles dans les réponses immunitaires entre S. mansoni et S.
haematobium chez 1’homme pourraient étre déterminantes dans la survenue et

dans la morbidité de la schistosomiase en zone co-endémique.

En stimulant les cellules par des antigénes de schistosome chez des sujets
infectés en zone co-endémique, nous avons trouvé que les antigénes de S.
haematobium induisent une plus forte réponse cytokine que les antigenes de S.
mansoni. Une tendance treés similaire a été observée dans une étude au Ghana
dans une population qui, contrairement a la notre, a ét€¢ d’abord exposée a S.
haematobium puis aux deux especes S. mansoni et S. haematobium, avec
cependant une plus faible prévalence de S. mansoni (données non publiées,
Amoah et al). Ceci suggere que la différence d’immunogénicité entre les deux
espéces ne semble pas dépendre du niveau de transmission ou de I’historique
d’exposition. Cette hypothése est conforme avec les observations de Van
Remoortere et al. qui ont trouvé S. mansoni induire principalement une réponse
humorale IgM susceptible d’inhiber les réponses protectrices de 1’hote [298]
tandis que S. haematobium induisait des réponses IgM et IgG contre les €pitopes
de carbohydrate [299]. Ainsi, il serait possible que les faibles réponses cytokines
préviennent la commutation de classe des IgM vers IgG pour ces épitopes au
cours de Dl’infection par S. mansoni alors que les fortes réponses cytokines
induisent une commutation de classe au cours de [D’infection par S.
haematobium. Alternativement, les différences de composition en glycane
pourraient sous-tendre des différences inter-especes dans I’immunogénicité en

général et les réponses humorales en particulier. Plusieurs études ont montré

118

Profil immunitaire en zone rurale endémique aux schistosomes et caractéristiques de la réponse cellulaire dans la schistosomiase et la
pathologie associée



Chapitre 6 : Discussion

une décroissance progressive de la courbe age-infection de S. haematobium
contrairement a celle de S. mansoni, indiquant que la réponse immunitaire
protective contre S. haematobium pourrait se développer plus rapidement
[259;260]. Secondairement, des niveaux ¢levés de morbidité spécifique de S.
haematobium, par rapport a celle de S. mansoni, ont été observés en zone co-
endémiques [261;263;264], suggérant que la réponse immunitaire induite par les
antigenes d’ceufs de S. haematobium pourrait étre plus pathogénique. Il faut
cependant noter que d’autres facteurs pourraient expliquer ces observations et
que d’autres études s’avérérent nécessaires pour une meilleure compréhension

de ces mécanismes.

Cette étude nous a aussi permis de montrer que le nMDS pourrait étre
utilisée pour une analyse convenable des réponses multiples. Avec cette
méthode, il a été possible d’analyser les réponses cytokines entre elles ou en
relation avec d’autres facteurs comme 1’infection ou son intensité. Le nMDS est
une méthode non parameétrique, multivariée et visuel. C’est un outil robuste et
puissant car permet d’éviter les probléemes liés aux multiples tests statistiques et
a la violation de certaines assomptions [270]. De plus, le nMDS permet une
interprétation plus simple des données complexes par rapport aux tests
traditionnels. Nous avons montré qu’au moment ou I’intensité de I’infection par
les schistosomes augmente, les réponses cytokines diminuent et le phénotype
Th2 devient prédominant. Ceci a été illustré par les niveaux relativement €levés
de I'IL-5 (et IL-10) et faibles pour ’'IFN-y, de TNF-a et de I’IL-2. Les sujets
présentant de faibles intensités de 1’infection de méme que les controles négatifs
présentaient des réponses cytokines et un phénotype Th2 qui concordent avec la
polarisation de la réponse Th2 caractéristique de la schistosomiase [258]. Le
nMDS indique aussi que ’association entre le statut infectieux et le phénotype

Th2 était plus prononcé pour AWA, tandis qu’entre ’infection et les réponses
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cytokines (réduites), cette association était plus forte pour SEA. Ces
observations concordent avec 1’étude de Joseph et al. qui avait décrit, en
utilisant des analyses plus conventionnelles, des différences immunologiques

similaires dans une population vivant en zone endémique pour S. mansoni [300].

Nous avons démontré que 1’augmentation de I’intensit¢ de I’infection
mixte était associée a une réponse Th2 et des profils de cytokine similaires. Ceci
est probablement dii au fait que les sujets co-infectés présentent des intensités de
I’infection plus fortes que ceux infectés par une seule espéce [260]. De méme,
des profils similaires étaient observés avec les intensités d’infection par S.
mansoni et S. haematobium, que ce soit avec une stimulation homologue ou
hétérologue. Ceci pourrait suggerer 1’existence de réactivité croisée entre les
deux especes. Cependant pour les cytokines en réponse aux antigénes de S.
mansoni, les profils cytokiniques ne montraient pas de différence significative
entre la co-infection par les deux especes de schistosome et 1’infection par une
seule espece. Alors que les réponses cytokines induites par les antigénes de S.
haematobium ne montraient pas de différence significative entre 1’infection par
S. haematobium et I'infection mixte, nous n’avons pas pu détermineré si ces
différences étaient dues a ’infection mixte ou a la forte intensité de I’infection
par S. haematobium. D’autres facteurs pourraient aussi €tre impliqués [260] et
des investigations additionnelles doivent étre menées afin de déterminer leur
role dans la réponse cytokine. Pour plus de certitudes sur D’existence de
réactivités crois€es entre les deux principales especes de schistosomes, il est
important de comparer les réponses immunitaires entre des zones mono- et co-
endémique en intégrant d’autres aspects tels que la réponse humorale ou la
cytologie. A notre connaissance, une seule étude a rapporté une cross-réactivité
fonctionnelle entre S. mansoni et S. haematobium. Cette ¢tude datant de 1974
avait montré une activité 1étale in vitro des sérums de sujets infectés par une des

especes, sur les parasites du méme espeéce mais pas de I’autre espece [301]. En
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effet, S. mansoni et S. haematobium pourrait partager certains épitopes (s’il en
existe) qui pourraient étre impliqués dans I’immunité protective puisqu’ils
appartiennent a deux groupes génétiques distincts. L’existence de cross-
réactivité mérite d’étre mieux étudiée car pourrait avoir d’importantes
implications dans la compréhension de 1’épidémiologie de la schistosomiase
mais aussi dans le développement de vaccin contre les infections par les

schistosomes.

6.3. Role des cellules T régulatrices et Th17 dans la pathologie au
cours de la schistosomiase

Les helminthes sont caractérisés par une réponse immunitaire classique de
type Th2 dont les fonctions effectrices sont souvent décrites dans la
physiopathologie. Cependant, vu que les cellules Th2 peuvent elles-mémes
moduler I’inflammation chronique au cours de la schistosomiase et participer a
la réparation des tissues, d’autres mécanismes seraient alors impliqués dans le
développement de I’'immunopathologie sévere. Chez la souris, le role crucial des
cellules T auxiliaires CD4" productrices d’IL-17 (Th17) a été décrit dans la
pathogenese de la schistosomiase tandis que les cellules T régulatrices
moduleraient la pathologie. Nous avons montré que I’expression des cellules
Th17 étaient significativement plus ¢élevée chez les sujets infectés par S.
haematobium et présentant des signes de morbidité comparés a ceux infectés
avec ou sans pathologie. Cependant, contrairement a ce qui ¢t€¢ décrit chez le
modelé animal, ’expression des cellules T régulatrices était similaire entre les
différents groupes. De méme, les souris CBA infectées avec des atteintes
tissulaires séveéres montraient au niveau périphérique des pourcentages de
cellules T CD4 " productrices d’IL-17 plus élevés par rapport aux souris BL/6 de
pathologie modérée. Ces proportions ¢€levées de cellules Th17 se sont aussi

retrouvées au niveau du granulome hépatique et de la rate des souris CBA. Ces
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résultats sont en concordance avec de précédentes études qui avaient montré que
des souris infectées par S. mansoni produisaient de fort taux d’IL-17 qui étaient
corrélés a la pathologie et que la neutralisation in vivo de 1’IL-17 entrainait une
réduction significative des signes inflammatoires au niveau hépatique [222].
Chez I’homme, de fortes réponses Thl7 ont été associées a des atteintes
tissulaires au cours de 1’athérosclérose [302], de la cirrhose hépatique [303], de
la sclérose multiple [304] et du lupus érythémateux systémique [305]. Des
¢tudes chez le model expérimental d’encéphalomyélite auto-immune [306] et
d’arthrite induite par le collagéne [307] ont montré le role crucial de I'[L-17
dans I’induction de la pathologie. Nos résultats suggerent que le développement
ou la progression des mécanismes inflammatoires au cours de la schistosomiase

a S. haematobium pourrait €tre médi€ par les cellules Th17.

A coté des cellules Th17 impliquées dans la pathologie, les cellules T
régulatrices pourraient jouer un role crucial dans la suppression de I’hyper-
activation des cellules T [253] a travers I’'IL-10 et/ou TGF-B [100]. Chez des
souris infectées par les schistosomes, les cellules CD4 'CD25" ont été identifiées
comme principale source I’IL-10 [308] ; et les souris infectées par S. mansoni et
traitées par des anticorps monoclonaux anti-IL-10R et anti-TGF- ont montré
une plus grande mortalité accompagnée d’une augmentation de la production
d’IL-17 [309]. Ceci montre que I’équilibre entre les cellules Treg et Thl7
pourrait €tre crucial dans la survenue des formes pathologiques au cours de

certaines maladies.

Alors qu’aucune différence statistiquement significative dans I’expression
des cellules T régulatrices n’a ét¢ trouvée entre les différents groupes avec ou
sans pathologie, une augmentation du ratio des cellules T CD4'1L-17" sur T
CD4'IL-10" ainsi que celui des cellules T CD4 RORyt™ sur les cellules T

CD4'FOXP3" a été observée chez les patients présentant une pathologie
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comparés a ceux sans pathologie. L’augmentation du ratio des cellules Th17 sur
Treg chez les patients présentant une pathologie semble étre principalement due
a la forte expression des cellules Thl17. Cependant, nous avons noté une
tendance vers une diminution de D’expression des cellules T
CD4'CD25""FOXP3" chez les patients présentant une pathologie mais la
différence n’était pas statistiquement significative. Au vue de la réduction des
cellules Treg que nous avons observée au niveau du granulome chez la souris,
force est de se demander si cette différence ne serait pas plus franche au niveau
au niveau tissulaire. Bien que le développement des cellules Treg et Th17 soit
mutuellement exclusive chez ’homme, I’expansion des cellules Th17 pourrait
survenir sans rétraction de celle des cellules T régulatrices. Ceci pourrait
expliquer le fait que I’augmentation des cellules Th17 observée ne s’est pas

accompagnée d’une diminution de I’expression des cellules Treg.

Contrairement aux cellules Th17, I’expression des cellules Thl et Th2 ne
montrait pas de différence significative chez les sujets infectées par S.
haematobium avec ou sans signe pathologique et de manicre plus surprenante,
entre ceux infectés et non infectés. Cependant, I’exposition antérieure des
enfants aux schistosomes dans cette zone rurale endémique pourrait expliquer la
quasi uniformité¢ de la réponse Th2 observée méme en 1’absence d’infection

courante [310].

Nous avons aussi trouveé une différence significative de la valeur absolue
des granulocytes totaux et des polynucléaires éosinophiles. Cependant cette
différence n’était pas significative pour neutrophiles malgré une tendance vers
des valeurs plus enlevées chez les patients présentant des signes pathologiques.
Selon de précédentes €tudes qui avaient montré une relation entre le recrutement
des neutrophiles et la réponse Th17 [311] et une infiltration de neutrophiles au

niveau hépatique suite a la production d’IL-17 au cours de la schistosomiase
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[309], nos résultats semblent suggérer que les neutrophiles périphériques ne sont
pas corrélés aux neutrophiles recrutés au niveau des tissus lors du processus
inflammatoire. Bien que nous n’ayons pas trouvé de travaux évaluant la relation
entre les neutrophiles au niveau périphérique et tissulaire au cours des
infections, une étude a montré qu’au niveau mucosal, les neutrophiles peuvent
étre détectés chez les patients neutroniques méme quand ils ne sont pas présents
au niveau du sang périphérique [312]. L’augmentation du nombre
d’éosinophiles pourrait ainsi refléter une forte activation du systéme

immunitaire chez les patients présentant une pathologie [313].

Un aspect qui mérite une considération particuliére est comment le profile
immunitaire trouvé au niveau du sang périphérique refléte celui des tissues
cibles. Puisque que les taux €levés des cellules Th17 circulant pourraient refléter
leur flux continu au niveau de la paroi vésicale, on pourrait directement en
déduire que la réponse Th17 périphérique se refléte dans les tissus au niveau du
site de I’'inflammation. Le mod¢le animal utilisé conforte le fait que le profile
immunologique au niveau péripherique est corréle a la réponse au niveau
tissulaire puisque seules les souris CBA de pathologie séveére présentaient une
augmentation significative des cellules T CD4'IL-17" périphériques, mais aussi

au niveau de la rate et du granulome.

Une importante question est dans quelle mesure ’extrapolation de nos
résultats de la souris a I’homme d’une part, et d’autre part de I’infection par S.
mansoni a celle par S. haematobium est-elle appropriée. Les études les plus
fréquentes concernent la recherche expérimentale utilisant la schistosomiase
murine. Cependant, les infections induites de souris qui se font presque toujours
avec un seul microorganisme par rapport a D’exposition a de multiples
microorganismes chez ’homme, I’intensité de 1’infection plus élevée chez la

souris par rapport a I’homme et le début de I’infestation trés souvent indéfini
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chez I’homme par rapport a la souris ou il est bien controlée constituent des

limites a I’extrapolation de résultats du model animal a I’homme [314;315].

En somme, I’augmentation des cellules Th17 périphériques chez les sujets
présentant des atteintes du tractus urinaire montre que les cellules Th17 jouent
un role dans le développement de I’immunopathologie au cours de la
schistosomiase. En utilisant le mod¢le animal, on a pu montrer que le profil pro-
inflammatoire a travers les cellules Th17 observée au niveau périphérique se
refléte aussi au niveau des tissues. Il serait ainsi important de procéder a des
investigations additionnelles par des ¢tudes fonctionnelles telles que la
détermination des mécanismes de polarisation qui conditionnent Ia
différentiation des cellules T auxiliaires, en I’occurrence Th17 et Treg, chez les

sujets infectés avec ou sans pathologie.
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7. Conclusions

L’infection par les schistosomes, qui concerne plus de 207 million de
personne a travers le monde, constitue un réel probléme de santé publique car
pouvant étre associée a des réactions immunopathologiques séveres avec parfois
des atteintes tissulaires invalidantes. Au nord du Sénégal, Schistosoma
haematobium et S. mansoni y sont co-endémiques depuis plus de deux décennies
et certains foyers a 1’est et au sud ne sont pas épargnés. Malgré de nombreuses
¢tudes sur les déterminants de la réponse immunitaire au cours de la
schistosomiase, peu de choses sont connues sur les différences dans la réponse
immunitaire entre les deux especes car la quasi-totalité des €études concernent
une seule espece de schistosome. La réaction immunitaire de I’hdte peut
cependant dépendre de facteurs environnementaux qui peuvent conditionner les
mécanismes effecteurs. Des ¢études expérimentales ont montré que le
développement de la pathologie sévere était 1i¢ aux cellules Th17 alors que les
cellules T régulatrices contrdolent les mécanismes inflammatoires. C’est ainsi que
nous nous sommes proposés d’évaluer le profil immunologique de population
rurale vivant en zone endémique aux schistosomes par rapport a des populations
vivant en zone urbaine, d’étudier la réponse immunitaire aux antigénes de
schistosomes en zone co-endémique et de déterminer comment les cellules T
pro- et anti-inflammatoires sont associées aux manifestations pathologiques au

cours de la schistosomiase.

Ainsi chez des sujets sains vivant en zone rurale et urbaine au Sénégal et
en zone urbaine de pays développé (les Pays-Bas), nous avons évalué¢ les
différentes sous-populations de cellules T auxiliaires (Thl, Th2, Th17, Th22,
Treg) a travers leur facteur de transcription et leur cytokine effectrice, mesuré
les cytokines pro- et anti-inflammatoires et déterminé [’activation et les
phénotypes mémoires des cellules T et B. Pour étudier la réponse immunitaire

contre les schistosomes en zone endémique et identifier de possibles interactions
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entre les deux especes, 1’expression des cytokines IL-10, IL-5, IFN-y, TNF-a et
IL-2 en réponse aux antigenes d’ceuf et de ver adulte de Schistosoma
haematobium et S. mansoni a été¢ déterminée. Les mécanismes impliqués dans
I’immunopathologie de la schistosomiase ont aussi été¢ étudiés chez ’homme et
chez la souris a travers les différentes sous-populations de cellules T auxiliaires
(Thl1, Th2, Th17, Th22, Treg) caractérisées par leur facteur de transcription et
leur cytokine effectrice afin d’identifier celles en relation avec les atteintes

tissulaires.

Au vu de nos résultats, les déterminants environnementaux se sont avérés
importants dans la réponse immunitaire car les sujets vivant en zone rurale
endémique aux schistosomes présentaient des réponses T effectrices et
mémoires plus importantes, ainsi qu’une plus grande magnitude du profil
inflammatoire et de ’activation immunitaire. L’¢tude de la réponse immunitaire
chez les sujets en zone endémique a montré que 'infection par Schistosoma
haematobium s’accompagne de réponse immunitaire plus forte, suggérant une
meilleure immunogénicité des antigenes de Schistosoma haematobium par
rapport a ceux de S. mansoni et dont résulte probablement la persistance moins
longue avec 1’age des signes de morbidité associée a la schistosomiase a S.
haematobium; les sujets infectés par S. haematobium avec des atteintes du
tractus urinaire présentaient des taux de cellules Th17 au niveau périphérique
plus ¢levés par rapport aux sujets sans signe de morbidité ; et ce profil
inflammatoire semble aussi se refléter au niveau tissulaire car les cellules Th17
¢taient plus élevées au niveau du sang périphérique, de la rate et du granulome
hépatique des souches CBA (phénotype pathologie sévere) par rapport aux
souris C57BL/6 (phénotypes pathologie modérée).

La différence d’immunogénicité entre les antigenes de S. haematobium et

de S. mansoni que nous avons observée pourrait étre déterminante dans la
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survenue et/ou la persistance des infections aux schistosomes en zone co-
endémique. Cette étude montre aussi pour la premiere fois que les cellules Th17
sont impliquées dans les manifestations immunopathologiques induites au cours
de la schistosomiase. La compréhension ces mécanismes impliqués dans la
réponse immunitaire et le controle ou 1’exacerbation de I’immunopathologie de
la schistosomiase pourrait avoir d’importantes implications dans les stratégies
d’intervention, pas seulement pour la schistosomiase, mais aussi pour d’autres
maladies. L’étude de la réponse immunitaire contre les pathogénes devrait
cependant tenir en compte les spécificités environnementales qui pourraient
avoir des conséquences dans la survenue et la réponse immunitaire contre

certaines pathologies en général et dans la réponse vaccinale en particulier.
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8. Perspectives

Pour mieux comprendre les effets adverses (ou bénéfiques) associés aux
variations du systéme immunitaire dont pourraient résulter la susceptibilité a
certaines infections et a I’immunopathologie associée, des investigations
additionnelles tenant compte des aspects nutritionnels et diététiques, des
différences génétiques entre les populations et des microorganismes présents
dans le milieu seraient importantes. La comparaison du profil immunitaire entre
les populations devrait aussi étre inclure certains aspects de I’'immunité
humorale et de 'immunité innée mais aussi 1’investigation des transcriptomes
leucocytaires dont les variations semblent é&tre liées aux conditions

environnementales.

En plus de la différence que nous avons observée dans I’immunogénicité
entre les antigenes de Schistosoma haematobium et de S. mansoni, nos résultats
suggerent aussi une réaction croisée entre les deux especes de schistosome. Pour
mieux comprendre cette possible interaction qui serait déterminante dans la co-
évolution des especes chez le I’hote, il est serait important de comparer les
réponses immunitaires entre des zones mono- et co-endémique en incluant

I’aspect humoral.

Il est apparu a la suite de nos résultats que les cellules Th17 jouent un
role important dans la survenue des manifestations pathologiques au cours de la
schistosomiase. Des tests de polarisation et d’exploration des voies de
signalisation, en permettraient de comprendre les conditions de différentiation
des cellules impliquées dans la pathogenese afin d’identifier d’éventuels
facteurs pouvant controler les réponses pro- et anti-inflammatoires des cellules T

auxiliaires.
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Bio-sketch

Moustapha Mbow, MSc, PhDs
Docteur en Pharmacie; Ancien interne des hopitaux de Dakar; Assistant de recherche a I’unité
d’immunologie du laboratoire de Bactériologie-Virologie de 1’Hopital Arstide le Datec.

Education/diplomes

v

AN N N RN

1999 : Baccalauréat option Mathématiques et Physique-Chimie (Série S1)

2004 : Internat des Hopitaux des Dakar

2005 : Diplome de Doctorat d’Etat en Pharmacie, option Biologie Médicale (UCAD)
2008 : Diplome Universitaire de Rétrovirologie Biologique (UCAD)

2009 : Master d’Immunologie (UCAD)

2011: Master de Microbiologie Fondamentale Appliquée (UCADA)

Formations et ateliers

v

2004 : Formation sur les « techniques alternatives de comptage des CD4 (AAVP,
Dakar, Sénégal)

2007 : Formation sur la technique ELISPOT -interféron gamma (AAVP, Dakar,
Sénégal)

2007: Formation sur les techniques d’étude de I’'immunité innée et de
I’immunorégulation (LUMC, Leiden, Pays-Bas)

2009: Atelier de formation sur les méthodes d’étude de I’'immunité cellulaire et des
techniques de cryopréservation de matériel biologique pour I’exploration de la réponse
immunitaire dans le cadre la recherche vaccinale anti-HIV (CAVD/GHRC, Université
de Stellenbosch, Cape Town, South Africa).

2010: Formation sur la séparation des sous-populations lymphocytaires, la cytométrie
de flux multiparamétrique et les techniques d’étude de la polarisation cellulaire et de la
transduction des signaux (LUMC, Leiden, Pays-Bas)

2011: Atelier de formation sur la rédaction Projet d’étude (Grant) et sur 1’analyse de
données (WANETAM/ EDCTP - Dakar, Sénégal).

2011: 29 Avril — 31 Mai: Formation sur les techniques immunologiques de séparation
des sous populations cellulaires et sur les techniques de prolifération cellulaire
(incorporation de BrdU et marquage par le CFSE) - Hopital Albert Schweitzer,
Lambaréné, Gabon.
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v

2012: Atelier de formation sur la rédaction d’article scientifique (AJLM/WANETAM,
Saly, Sénégal).

2012: Formation sur I’étude fonctionnelle des cellules NK et le typage du récepteur
KIR des NK (HIV Research Trust - London School of Hygiene and Tropical
Medicine, Londres, Royaume Uni).

2013: Formation sur les postes de sécurité microbiologiques (PSM) (MRC, Londres,
Royaume Unis).

2013: Février: Formation sur les aspects de sécurit¢ pour I’utilisation de 1’azote
liquide (Gas Safe System, Londres, Royaume Uni).

2013: Formation sur I’Utilisation et la maintenance des cymométres de flux (MRC,
Fajara, Gambie).

2013: Atelier sur I’exploitation des bases de données et de 1’ Analyses statistique de
données (LBV/ITMA, Dakar, Sénégal).

2013: Cours de « Writing Research Proposals for Peer Review » (MRC, Fajara, The
Gambia).

2014: Formation sur Ethique de la Recherche en Sant¢ (WANETM/LBV, Sénégal).

Conférences et congreés scientifiques

v

2004 : Conférence internationale sur les Bonnes Pratiques de Laboratoire (ASSITEB,
Dakar, Sénégal)

2008 : Conférence Internationale sur le Sida et les IST (ICASA, Dakar, Sénégal).

2010 : Conférence Annuelle d’Immunologie de la Société Néerlandaise
d’Immunologie (Noordwijkerhout, Pays-Bas).

2012: Conférence Internationale de la Société Africaine de Médecine de Laboratoire
(Cape Town, Afrique du Sud).

2013: Forum « Afri-Can » de «Canada’s Global Health Research Initiative et
«Canada’s HIV Vaccine Initiative» (Entebbe, Ouganda).

2013: 14ieme Conférence de « The Society for Natural Immunity » (Heidelberg,
Allemagne)

2013: 17°™ Conférence International sur le SIDA et les IST en Afrique (ICASA)
(Cape Town, Afrique du Sud).

2014: Septieme Forum d’EDCTP (Berlin, Germany).
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Activités de recherches

v' 2008-2010: Responsable scientifique de I’étude : « L’Immunité innée et de
I’Immunorégulation de la schistosomiase humaine » - Projet LBV/Union Européenne.

v" Depuis 2010: Project de thése de troisiéme cycle : « Rdle des cellules Th17 et T
régulatrices dans le développement de la pathologie au cours de la schistosomiase au
Sénégal » - Projet LBV/Institut de Médecine Tropical d’ Anvers/Coopération belge.

v Depuis 2012: Responsable scientifique de I’étude: « Impact de la tuberculose active
et du traitement antirétroviral sur 1’équilibre Treg/Th17 au cours de I’infection par le
VIH-1 » - Projet LBV / Dantec et Institut de Médecine Tropical d’Anvers /
Coopération belge.

v" Depuis 2012:Responsable scientifique de I’étude: « Comparaison des
caractéristiques fonctionnels des cellules NK mémoire et effectrices avec la réponse
cellulaire T chez des populations vaccinées contre le VIH et des sujets a risques de
contracter le VIH-1 » Projet LBV / EDCTP/WAPHIR / MRC.
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