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Les polynucléaires eosinophiles sont des leucocytes multifonctionnels qui participent a
la réponse innée et adaptative par I’expression et la secrétion de nombreux récepteurs et
médiateurs. De plus en plus d’études, épidémiologiques, in vivo ou in vitro, suggérent la
participation des éosinophiles dans I’immunité anti-tumorale, et notamment dans le contexte
du cancer du colon. En effet, la présence d’une TATE (Tumor-Associated Tissue
Eosinophilia) chez les sujets atteints de cancers est, en général, associée a un pronostic
favorable. De méme, notre laboratoire ainsi que d’autres équipes ont montré que les
éosinophiles humains expriment des récepteurs et médiateurs, communs aux lymphocytes et
connus pour étre impliqués dans I’immunité anti-tumorale, tels que le 2B4, le complexe
CD3/TCRyd ou le granzyme A. La stimulation des éosinophiles in vitro, via ces récepteurs,
conduit & la mort de cellules cancéreuses, cet effet nécessitant un contact entre les cellules

impliquant LFA-1 sur les éosinophiles.

L’interleukine (IL)-18 est un membre de la famille des cytokines de I’IL-1. Elle fut
initialement identifiée comme un facteur induisant la production d’IFNy, basé sur sa capacité
a promouvoir une réponse de type Thl chez les lymphocytes et les cellules NK. Aujourd’hui,
I’IL-18 est considérée comme une cytokine immuno-régulatrice capable de stimuler de
nombreux types cellulaires. Son implication dans la réponse anti-tumorale est de plus en plus
reconnue, notamment en participant a la cytotoxicité des cellules NK. Nous avons donc étudié

si cette cytokine pouvait également étre impliquée dans la cytotoxicité des éosinophiles.

Dans ce travail, nous avons démontré que les éosinophiles humains exercent une
cytotoxicité vis-a-vis de plusieurs lignées cellulaires tumorales avec cependant une certaine
hétérogéneité. L’1L-18 est non seulement capable d’activer in vitro les éosinophiles mais elle
participe également a leur activité anti-tumorale vis-a-vis d’une lignée de carcinome du cdlon,
les Colo-205, en augmentant notamment le contact entre les deux types cellulaires. Nos
résultats proposent I’IL-18 comme un nouveau médiateur dans l'activité anti-tumorale des
éosinophiles et apportent un argument supplémentaire en faveur du réle bénéfique que les

éosinophiles peuvent exercer, notamment dans le contexte du cancer du colon.
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Eosinophils are multifunctional leukocytes which participate in innate and adaptive
immune responses through the expression and secretion of various receptors and mediators.
Several epidemiological, as well as in vivo and in vitro studies suggest the involvement of
eosinophils in antitumor immunity, notably in context of colon cancer. In fact, a TATE
(Tumor-associated tissue eosinophilia) is associated with a good prognostic value. Recently,
we and others have shown that human eosinophils express receptors and mediators shared
with lymphocytes and involved in anti-tumor defense, such as 2B4, TCRyd/CD3 complex,
and granzyme A. Eosinophil stimulation through these receptors induced tumor cell death in
vitro. This activity required cell-cell contact involving LFA-1 on eosinophils.

IL-18 is a member of the IL-1 family of cytokines. IL-18 was first identified as an
IFNy-inducing factor, based on its ability to enhance the Thl-type immune response by
stimulating NK cells and T cells. IL-18 is actually considered as an immunoregulatory
cytokine able to stimulate various cell types. IL-18 participates in antitumor responses notably
by enhancing NK cell-mediated cytotoxicity. In this context, we have studied whether this

cytokine may be also involved in eosinophil-mediated cytotoxicity.

In this study, we show that human eosinophils exert cytotoxicity against tumor cells in
vitro, with heterogeneity according to the type of target cells. IL-18 increases eosinophil-
mediated cytotoxicity towards Colo-205, a colon carcinoma cell line in vitro by promoting
cell-cell contact between these two cell types. Our results propose IL-18 as a new mediator in
antitumor properties of human eosinophils and support further evidence that eosinophils could

exert a beneficial role, notably in the context of colon cancer.
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I. Les polynucléaires éosinophiles

Les polynucléaires éosinophiles furent identifiés pour la premiére fois en 1879 par Paul
Ehrlich qui développa une technique de coloration des cellules sanguines par I’éosine. Ce
colorant, capable de se lier aux granules des éosinophiles, permet leur identification par une
coloration rose-orangé. Dans cette partie, nous aborderons, dans un premier temps, le
développement de ces cellules. Nous nous intéresserons ensuite a leur morphologie

particuliere, ainsi qu’a leur distribution.

1. Ontogeénie

Comme toutes les cellules sanguines, les éosinophiles sont produits dans la moelle
osseuse et proviennent de cellules souches hématopoiétiques (CSH), pluripotentes, exprimant
le CD34, et communes a toutes les lignées. Sous I’action de plusieurs facteurs de transcription
et de cytokines, les CSH vont se différencier en progéniteurs myéloides communs (PMC)
pluripotents, puis en précurseurs éosinophiles qui poursuivent leur maturation via le GM-
CSF, I’IL-3 et I’IL-5 (1,2). Au niveau phénotypique, ce précurseur éosinophile se caractérise
donc par I’expression de la chaine alpha du récepteur a I’IL-5 (IL-5Ra), de I’IL-3Ra et du
GM-CSF-Rao.

Plusieurs facteurs de transcription, faisant partie de trois familles différentes, jouent un
rdle majeur dans le developpement de la lignée éosinophile : C/EBPa et € (CCAAT/enhancer-
binding protein family), PU.1 (E-Twenty-Six (ETS) family) et GATA-1 (famille des facteurs
a doigt de zinc). Ces facteurs de transcription régulent également les autres lignées
hématopoiétiques (3). En effet, la différenciation des macrophages et des polynucléaires
neutrophiles est régulée précocement par les facteurs de transcription de la famille des C/EBP
et de PU.1. Au contraire, la différenciation des érythrocytes et des megacaryocytes est régulee
par les facteurs GATA et FOG-1 (friend of GATA protein 1) (1). Habituellement, ces facteurs
s’antagonisent mutuellement, cependant, les éosinophiles brisent ces regles puisque ces
cellules co-expriment ces différents facteurs de transcription (Fig. 1.). L’étude de génes a

permis de montrer que I’engagement dans la lignée éosinophile représente une delicate



balance dans le seuil d’expression de ces facteurs, et qu'une perturbation minime de cet

équilibre peut faire basculer les cellules vers la lignée érythroide ou myéloide (4).

C/EBPa
PU.1 Mac
No/low GATA- 1 .
PMN
i3 ' - -
CcD34 IL- 5Ra IL-5Ra : Eosmo hil
Foedr GATA 1 b\ PU.1, C/EBPG.
PU 1 Low/mod GATA-1
No FOG-1
C/EBP:
G{\TA (1} C/EBPe
FOG-1

high GATA-1 \,
FOG-1
No/low PU.1
no C/EBPx.

Figure 1 : Effets combinatoires des facteurs de transcription impliqués dans ’engagement et dans la différenciation
terminale de la lignée éosinophile.

HSC: cellule souche hématopoiétique; CMP : progéniteur myéloide commun; GMP: progéniteur
macrophage/granulocyte ; EoP : progéniteur €osinophile ; MEP : progéniteur érythrocyte/mégacaryocyte ; Mac :
macrophage, PMN : leucocyte polynucléaire ; Ery : érythrocyte ; Meg : Mégacaryocyte

Figure tirée de Ackerman SJ, Du J. Transcriptional Regulation of Eosinophil Lineage Commitment and
Differentiation. 76-89. In Lee JJ, Rosenberg HF. Eosinophils in Health and Disease. 2013.

Une autre variable a prendre en compte est la cinétique d’expression de ces facteurs de
transcription. En effet, I’engagement vers les précurseurs €osinophiles nécessite 1’expression
coordonnée de C/EBPa et de PU-1, un taux modéré de GATA-1 et I’absence de FOG (4).
Aux stades plus matures, c’est-a-dire a la transition entre promyé¢locytes et myélocytes, a la
différentiation terminale et a la maturation fonctionnelle, la régulation se fait par les isoformes

activateurs et inhibiteurs de C/EBPg, également de fagon temps-dépendante (5,6) (Fig. 2).

Concernant les cytokines, 1’IL-5, relativement spécifique des ¢éosinophiles par
I’expression sélective de la chaine a de son récepteur, est une cytokine clé dans I’expansion
de ces cellules et dans leur survie tissulaire. Des souris transgéniques sur-exprimant 1’IL-5
présentent une éosinophilie massive (7). Cependant, un taux normal d’éosinophiles sanguins
est retrouvé chez les souris déficientes pour I’IL-5 bien qu’elles ne développent pas
d’¢éosinophilie aprés infection par des helminthes ou apreés stimulation allergénique, leur
recrutement tissulaire étant aboli (8). De plus, Mori et al. ont différencié in vitro des
¢osinophiles matures a partir de progéniteurs de la moelle osseuse en absence d’IL-5 (9). Ces

observations suggerent que la signalisation IL-5/IL-5Ra ne jouerait pas un rdle essentiel dans

2



I’engagement dans la lignée éosinophile mais donnerait plutdt un signal permissif pour leur

différenciation.

Myeloblast Promyelocyte Myelocyte Eosinophil

o O

GATA-1

ol C/EBPa :
w C/EB PEHBM?M%

Figure 2 : Expression temporelle des facteurs de transcription durant la différenciation des éosinophiles.

Taux et temps d’expression des différents facteurs de transcription participant a la différenciation de la lignée
éosinophile : PU.1 ; GATA-1 ; FOG ; C/EBPa et C/EBPe. La régulation négative de FOG pour le passage du
progéniteur myéloide commun (CMP) au progéniteur éosinophile (EoP) est un prérequis pour I’expression des
genes cibles des éosinophiles, régulés par GATA-1. L’expression de GATA-1 cesse dans les éosinophiles
sanguins matures.

Figure tirée de Ackerman SJ, Du J. Transcriptional Regulation of Eosinophil Lineage Commitment and
Differentiation. 76-89. In Lee JJ, Rosenberg HF. Eosinophils in Health and Disease. 2013.

2. Morphologie

Les polynucléaires €osinophiles sont facilement différenciables des autres leucocytes.
IIs mesurent 8 & 12 um de diametre et ont, chez I’Homme, un noyau bilobé et de nombreuses
granulations rose-orang¢ volumineuses et homogenes, observables apres coloration classique
au May Griinwald Giemsa (MGG) (Fig. 3A.). Toutefois, dans certaines conditions et selon
leurs états de maturation et d’activation, des €osinophiles « hypodenses », trés peu granuleux
et vacuolés peuvent étre observés, leur identification est alors moins aisée. Une réaction
enzymatique spécifique a la peroxydase (résistante au cyanure), conduisant & un précipité

foncé, est alors utilisée pour identifier et déterminer I’état de maturation des €osinophiles.

La microscopie électronique a, quant a elle, permis de visualiser leurs granules
spécifiques. Ces granules, dits secondaires, sont bi-compartimentés. Ils comportent un noyau

cristalloide, aussi appelé « core », et une matrice qui apparait moins dense aux électrons (Fig.



3B.). Ces ¢léments ultrastucturaux sont une véritable signature des €osinophiles, et sont peut-

étre encore plus spécifiques que le marquage a 1’éosine (10).

10pm Coloration MGG

Figure 3 : Morphologie de I’éosinophile mature

Morphologie apres coloration au MGG (A) et en microscopie électronique (B).

Figure tirée de Prin L., Gatault S., Lefevre G., Kahn JE. Le polynucléaire éosinophile: nouveautés en
physiologie et implications diagnostiques. Revue Francophone des Laboratoires. 2014. (Annexe 3)

Les ¢osinophiles humains matures posseédent quatre types distincts de granules:

Les granules primaires, ronds et denses en microscopie électronique, sont formés a un
stade précoce de la différenciation dans la moelle osseuse. Ces granules, contenant la
lysophospholipase, ne comportent pas de noyau cristalloide mais peuvent se condenser
pour former des cristaux de Charcot-Leyden.

Les granules secondaires spécifiques, ou granules sécréteurs, permettent le stockage et la
sécrétion d’un grand nombre de protéines préformées dont les protéines cationiques des
¢osinophiles, la MBP (Major Basic Protein), contenue dans le « core » de ces granules,
I’EPO (Eosinophil Peroxydase), I’ECP (Eosinophil Cationic Protein) et I’EDN
(Eosinophil Derived Neurotoxin), contenues dans la matrice.

Les petits granules sont invisibles en microscopie optique, ils dérivent de 1’appareil de
Golgi et contiennent des complexes enzymatiques incluant 1’aryl sulfatase et la
phosphatase acide.

Les corps lipidiques, petites vésicules, sont le site de biosynthése des médiateurs

lipidiques inflammatoires comme les prostaglandines et les leucotri¢nes.



3.Recrutement des éosinophiles

3.1. Localisation

Chez un individu sain, les éosinophiles ne représentent qu’entre 1 et 3% des leucocytes
circulants (valeur usuelle : 40-500/mm?®). Aprés leur maturation dans la moelle osseuse, ils
atteignent la circulation sanguine ou ils ne restent qu’entre 13 et 18 heures avant de migrer
vers les tissus. Cela explique les difficultés d’obtention et de purification d’éosinophiles de
sujets sains. A la différence du sang, leur demi-vie dans les tissus est plus longue puisqu’ils
peuvent y survivre pendant plusieurs semaines (11). Leur localisation tissulaire est tres variee.
En effet, a I’état physiologique, on les retrouve au sein des organes lymphatiques et
hématopoiétiques, et principalement au niveau des tissus a I’interface avec I’environnement
tels que le tractus gastro-intestinal, respiratoire, uro-génital ou encore la peau. Ces tissus
constituent des endroits de renouvellement tissulaire important. Il pourrait alors exister un lien
entre la présence d’éosinophiles et le remodelage tissulaire homéostasique et/ou la réparation

dans les tissus Iésés, par exemple au niveau des tumeurs.

En cas de réaction inflammatoire, les éosinophiles sont redistribués et quittent leurs
sites : exemple, dans le tractus gastro-intestinal, les éosinophiles résident dans la lamina
propria en condition d’homéostasie. Lors d’une situation inflammatoire, ils migrent et sont

retrouvés au niveau des plaques de Peyer (12).

3.2. Molécules d’adhérence

La migration tissulaire nécessite une étape de roulement sur les cellules endothéliales
suivie d’une adhérence permettant la transmigration. Deux types de molécules d’adhérence

sont nécessaires a ce passage tissulaire: les sélectines et les intégrines.

Les intégrines sont nécessaires au roulement. Les éosinophiles expriment
constitutivement la L-sélectine qui interagit avec le CD34 et MAdCAM-1, exprimés par
I’endothélium. Ils expriment également le CD162 (P-selectin glycoprotein ligand-1 ou PSGL-
1) ainsi que le CD15s (sialyl-Lewis®) qui permettent I’interaction avec la P-selectine et la E-
selectine de I’endothélium (3) (Fig. 4).

Les intégrines sont des molécules hétérodimériques constituées d’une chaine a et d’une

chaine B. L’avidité de la liaison entre I’intégrine et son ligand est plus importante que celle de
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la liaison sélectine-ligand, elle permet donc le renforcement de 1’adhérence des €osinophiles a
I’endothélium. Ceux-ci expriment les intégrines 1, B2 et B7 (0a4p1 (VLA-4 ; CD49d), a6p1
(VLA-6 ; CD49f), aMB2 (MAC-1; CDI11b/CD18), aLp2 (LFA-1; CD11a/CD18), aXp2,
aDB2 et a4B7), qui ont pour ligands VCAM-1, ICAM-1, -2, -3, MAdCAM-1 et le fibrinogeéne

Q).
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Figure 4 : Molécules de surface exprimées par I’éosinophile.
Figure tirée de Driss V, Legrand F, Capron M. Eosinophil receptor profile. 30-38. In Lee JJ, Rosenberg HF.

Eosinophils in Health and Disease. 2013.



3.3. Les chimiokines et leurs récepteurs

3.3.1 Récepteurs aux chimiokines

Les intégrines seules ne suffisent pas au recrutement tissulaire des éosinophiles. Ainsi,
aprés la diapédese trans-endothéliale, ils sont dirigés par des molécules chimiotactiques
jusgu’au site d’interét. Les chimiokines sont produites par différentes cellules et organes et,
en se fixant sur leurs récepteurs, contribuent au tropisme tissulaire des €osinophiles. Ces
récepteurs appartiennent a la famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés aux protéines G. Les principaux récepteurs présents sur les éosinophiles sont le CCR1
(ayant pour ligand RANTES/CCL5, MIP-10/CCL3 et le MCP-3/CCLY7) et le CCR3 (se fixant
a MCP-4/CCL13, RANTES et I’éotaxine/CCL11) (13). Cependant, sous certaines conditions,
les éosinophiles expriment également d’autres récepteurs tels que le CCR2 (se liant a MPC-
1/CCL2) ou le CXCR3 qui répond a I’IP-10/CXCL10 (3). Il est a noter qu’il existe une
régulation du recrutement des éosinophiles par des mécanismes d’inhibition de ces récepteurs.
Par exemple, I’éotaxine est un antagoniste du CXCR3 et les ligands du CXCR3 inhibent la
signalisation du CCR3 (14,15) (Fig. 4).

3.3.2 Exemple des éotaxines

Les éotaxines sont une sous-famille de chimiokines qui ciblent spécifiquement les
éosinophiles. L’éotaxine(-1) ou CCL11 a été la premiére decrite. Celle-ci est exprimée
constitutivement dans de nombreux tissus, I’expression la plus importante étant retrouvée
dans le tractus gastro-intestinal (16). Cela explique que les éosinophiles du tube digestif
représentent la population la plus importante de ces cellules, en dehors de la moelle osseuse
(16,17). Aprés challenge antigénique, I’éotaxine permet le recrutement précoce des
éosinophiles, alors que I’éotaxine-2, ou CCL24, permet le recrutement plus tardif (18).
L’éotaxine-2, ou CCL24, est chimioattractante pour les éosinophiles et les basophiles. Enfin,
I’éotaxine-3, ou CCL26, semble 90% moins puissante que I’éotaxine (19). Evidemment,
d’autres facteurs induisent également le recrutement, spécifique ou non, des eosinophiles

selon le contexte.



3.4. Recrutement en condition homéostasique

A I’état physiologique, aprés maturation dans la moelle osseuse et un bref passage dans
la circulation générale, les éosinophiles sont donc recrutés au niveau de nombreux tissus :
tractus gastro-intestinal, thymus, glandes mammaires et utérus et participent a leur
homéostasie (20). Les éosinophiles retrouvés au niveau du tractus gastro-intestinal forment la
population en eosinophiles la plus importante (17). Dans I’intestin, ce recrutement en
condition homéostasique est notamment régulé par I’éotaxine-1 (ou CCL11), chimiokine
produite par les cellules épithéliales mais également les mastocytes, les macrophages
alvéolaires, les cellules endothéliales, les fibres musculaires lisses bronchiques et les
éosinophiles eux-mémes. L’éotaxine, constitutivement exprimée par les organes Ccités
précédemment, agit sur les éosinophiles par son récepteur spécifique, le CCR3 qui est
exprimé sur ces cellules. Il est cependant intéressant & noter que I’éotaxine n’est pas le seul
ligand de ce récepteur. Il peut également interagir avec, par exemple, RANTES, MCP-2,
MCP-3, I’éotaxine-2. Cependant, il semblerait bien que ce soit la liaison CCL11/CCR3 qui
soit responsable de la régulation de la localisation des éosinophiles en condition

homeostasique (21).

La localisation des éosinophiles varie avec le rythme circadien selon le cycle neuro-
endocrinien ou métabolique (22,23). Dans I’intestin, les lymphocytes innés ILC2 co-
expriment I’IL-5 et I’IL-13, qui induisent la sécretion d’éotaxine et le recrutement des
éosinophiles. 1l est a noter que cette expression augmente lors de la prise alimentaire. Les
ILC2 pourrait donc participer également contribuer a la localisation tissulaire dépendante du

rythme circadien des éosinophiles (24).

3.5. Recrutement en conditions inflammatoires

Au cours des reactions inflammatoires, de nombreux facteurs chimioattractants pour les
éosinophiles sont libérés. Ce recrutement se fait sous la dépendance de chimiokines mais
également de cytokines, de médiateurs lipidiques et de facteurs du complément. En effet, les
éosinophiles expriment des récepteurs pour des facteurs d’attraction non spécifiques comme
le PAF (Platelet activating factor), les anaphylatoxines, les alarmines, les leucotriénes et
I’histamine (17). La spécificité de ce recrutement se fait par la combinaison des médiateurs

libérés par le microenvironnement, des molécules d’adhérence des endothéliums et des



récepteurs présents sur les éosinophiles. Par exemple, durant 1’inflammation intestinale,
I’expression de I’éotaxine est augmentée (21). De méme, I’accumulation des éosinophiles
vers I’intestin gréle, en condition inflammatoire, est sous la dépendance de la liaison entre
MAdCAM-1 et 0437 tandis que leur recrutement au niveau du colon est régulé par la liaison

B2/ICAM-1 (25).

4.Les fonctions des éosinophiles

Les éosinophiles ont longtemps été considérés comme étant seulement des cellules
effectrices terminales dans les pathologies allergiques ou les infections parasitaires a
helminthes. Cependant, il est maintenant admis que ce sont des cellules multifonctionnelles
qui participent a I’initiation et la propagation des réponses inflammatoires, a la régulation des
réponses immunitaires ainsi qu’a ’homéostasie tissulaire (26). Ces nombreuses fonctions sont
possibles par I’intégration de nombreux stimuli, les éosinophiles ayant a leur surface une
multitude de récepteurs, de I’immunité innée ou adaptative (Fig. 4). Cette stimulation conduit

a la libération, rapide et sélective, d’une grande variété de cytokines et médiateurs (Fig.5).

BSR=LSs TEyenVcs Médiateurs lipidiques

Facteurs de
croissance

Protéines
1" cationiques

Enzymes

Cytokines

Chimiokines

Figure 5 : Médiateurs libérés par les éosinophiles



4.1. ROle dans I’immunité innée

D’un point de vue phylogénétique, des cellules possédant des granules éosinophiliques
« Eosinophil Granule Cells » ont été retrouvées chez des organismes évoluant depuis plus de
500 millions d’années. Cela suggere que ces cellules pouvaient participer a des processus
fondamentaux de défense innée bien avant I’apparition des processus de réarrangements des

genes nécessaires a la réponse immunitaire adaptative.

4.1.1 Récepteurs membranaires

Plusieurs récepteurs permettent aux éosinophiles d’étre stimulés directement par des
composés environnementaux, par des motifs moléculaires de pathogenes (PAMPs — Pathogen
Associated Microbia Patterns) ou encore par des facteurs endogenes (DAMPs — Damage
Associated Molecular Patterns ou alarmines) libérés par les cellules nécrotiques ou stressées
(27). Les PAMPs et DAMPs peuvent étre reconnus par les TLR dont plusieurs ont été mis en
évidence sur les éosinophiles (TLR-1, -2, -4, -5, -6, -7, -9) (Fig.4) (28). Cependant, leurs
ligands et leurs fonctions restent encore imprécis (29). Nagase et al. ont montré que parmi les
différents ligands des TLR, seul un ligand du TLR-7 (R-848) est capable d’activer les
éosinophiles humains et de déclencher la production d’ions superoxydes (30). Cependant, une
autre étude suggere que les éosinophiles pourraient étre activés de maniére différentielle selon
le ligand, aboutissant a I’augmentation de I’expression de certaines molécules d’adhérence
(ICAM-1 et CD18) et/ou a la libération de cytokines/chimiokines, superoxydes et protéines
granulaires (28). De plus, il a été démontré, dans notre laboratoire, une interaction directe
entre le TLR2, présent sur les éosinophiles, et Mycobacterium bovis - BCG entrainant la
production d’espéces réactives a I’oxygene (ROS), d’EPO et d’alpha-défensines (31).

Certaines protéases issues d’allergenes tels que les acariens (32), les champignons du
genre Alterneria (33) ou les pollens sont également capables d’activer directement les
éosinophiles par clivage de la partie N-terminale des PAR-1 et -2, entrainant la libération de

radicaux libres et de leucotrienes (34).

Les éosinophiles possédent également des récepteurs pour le complément (CR1 et CR3)
dont I’activation provoque leur deégranulation (35). De méme, des molécules endogénes,
libérées par les tissus stressés ou abimés, sont capables d’activer les éosinophiles entrainant

leur dégranulation; c’est notamment le cas lors des situations tumorales (26). Par exemple, les
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éosinophiles répondent a une stimulation par de I’ATP, de I’acide urique, des alarmines telles
que la High Mobility Group Box (HMGB)-1 ou I’IL-33.

Récemment, il a été mis en évidence, dans notre laboratoire, & la surface des
éosinophiles humains, la présence d’un récepteur initialement exprimé exclusivement par les
lymphocytes T: le complexe CD3/TCRyd (36). La présence de ce récepteur représente un
véritable lien entre immunité innée et adaptative puisqu’il est capable de se lier a des ligands
de I’immunité innée tels que les phosphoantigenes produits par de nombreux pathogénes ou

cellules cancéreuses.

4.1.2 Les «traps »

Un autre mécanisme existant chez les éosinophiles et renforcant leur réle dans
I’immunité innée est la libération extrémement rapide (en moins d’une seconde) de filaments
d’ADN. Il est, dans son principe, similaire aux piéges extracellulaires libérés par les
neutrophiles, monocytes et mastocytes mais de structure différente (37). Ainsi, ces filaments,
appelés EETs (Eosinophils Extracellular Traps), sont constitués d’ADN mitochondrial et de
protéines granulaires (ECP, MBP) et forment, une fois libérés dans le milieu extracellulaire,
des réseaux entrelacés capables de piéger et de tuer des bactéries et des champignons (38).
Les stimuli conduisant & la libération de ces EETs sont le LPS, I’éotaxine, le facteur du
complément C5a (38), certaines alarmines comme la TSLP (39), ou encore les cristaux

d’acide urique (40).

4.2. Roble dans I’immunité adaptative

Les éosinophiles peuvent étre activés par des anticorps qui se lient aux récepteurs des
fragments Fc des immunoglobulines IgA, IgE et IgG qu’ils possédent a leur surface (FcaR,
FcyRII, FceRI et FceRII) (26,41). Ces récepteurs permettent I’endocytose, I’activation des

cellules et leur dégranulation.

Les éosinophiles expriment aussi des molécules du CMH de classe 1l (Complexe
Majeur d’Histocompatibilité), telles que le HLA-DR, ainsi que différentes molécules de co-
stimulation (CD86, CD40, CD40L, CD28, CD25), leur conférant le role de cellules
présentatrices d’antigéne et leur permettant ainsi de dialoguer avec les lymphocytes T et B

(42). Cette hypothese a éte confirmée par plusieurs études faites in vitro ou in vivo, chez
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I’Homme ou I’animal, montrant que les éosinophiles stimulent les lymphocytes, cette

activation étant spécifique des antigenes (43,44).

4.3. Fonctions cytotoxiques

La cytotoxicité des éosinophiles est, aprés stimulation, en grande partie attribuable a

leurs protéines cationiques, libérées en grande quantite et extrémement rapidement

puisqu’elles sont stockées dans les granules. Il est a noter que ces cellules exercent leur

activité cytotoxique également via la libération d’autres médiateurs pré- et néo-formés.

Protéine

MBP

ECP

EDN

EPO

4.3.1 Les protéines cationiques

Activité anti-infectieuse

Parasites : S. mansoni
T. cruzi
T. spiralis

Bactéries : S. aureus
E. Coli

Parasites : S. mansoni
T. spiralis
B. pahangi
B. malayi
T. cruzi
Bactéries : E. Coli
S. aureus
Virus : RSV

Parasites : T. spiralis
B.pahangi
B. malayi
Bactéries : E. coli
Virus : RSV, VHB, VIH
Virus parainfluenza

Parasites : S. mansoni

T. cruzi

B. malayi
Bactéries : E. Coli

M. tuberculosis
Virus : RSV ; rhinovirus

Activité cytotoxique

(lignées cellulaires)

Epithélium bronchique

Epithélium nasal

Carcinome du colon (T84)
Leucémie myéloide (HL60 — K562)

Carcinome du poumon (H69)
Leucémie myéloide (HL60 — K562)
Carcinome de la peau (A431)
Carcinome du sein (MDA-MD-453)
Adénocarcinome de I’utérus (HelLa)
Carcinome du colon (Colo-205)

Sarcome de Kaposi (KS Y-1)
Carcinome du colon (Colon-205)

Carcinome du poumon (A549)
Epithélium respiratoire

Tableau 1 : Rdle des protéines cationiques de I’éosinophile
Table adaptée de Malik A, Batra JK. Antimicrobial activity of human eosinophil granule proteins: involvement
in host defence against pathogens. Crit Rev Microbiol, 2012

Autres effets

Agoniste plaquettaire
Antagoniste des récepteurs
muscariniques M2
Libération d’histamine
Favorisation de la fibrose

Neurotoxine
Libération d’histamine
Neutralisation de I’héparine

Neurotoxine

Alarmine

Libération d’histamine
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a. Présentation

La présence des protéines basiques dans les granules des éosinophiles est une
caractéristique qui les distingue des autres granulocytes. Les protéines MBP, ECP, EDN et
EPO jouent un réle a la fois dans la défense de I’h6te mais également dans la pathogénése de

certaines maladies (Tableau 1).

- La MBP représente, a elle seule, 50% des protéines granulaires. Il en existe deux
isoformes, la MBP-1 et la MBP-2. Bien que la MBP-2 semble avoir les mémes propriétés
fonctionnelles que la MBP-1, elle est beaucoup moins basique (pl = 8.7 vs pl > 11) et
active que cette derniere. Cependant, elle est aussi plus spéecifique puisque la MBP-1 a
également été mise en évidence, en quantité moindre, dans les basophiles (45). L activité
cytotoxique de la MBP s’exerce par sa capacité a perturber I’équilibre électrostatique de la
bicouche phospholipidique de la membrane des cellules cibles en augmentant sa
perméabilité. Cette protéine posséde donc une activité helminthotoxique, bactéricide et
potentiellement tumoricide (26). Outre son activité cytotoxique, la MBP est capable
d’activer les plaguettes, les neutrophiles, les basophiles et les éosinophiles eux-mémes
(46,47). Elle est aussi susceptible d’accroitre la réactivité des muscles lisses bronchiques
en agissant comme antagoniste de récepteurs muscariniques M2 (48). Enfin, en induisant
la transcription de facteurs de croissance ou d’eéléments de la matrice extracellulaire, la
MBP joue egalement un réle dans le remodelage et la fibrose (49).

- L’ECP, ou ARNase 3, posséde une tres forte activité ARNase et a donc la capacité
d’hydrolyser I’ARN polymérique. En général, cette activité enzymatique est nécessaire a
ses propriétes antivirales et neurotoxiques mais pas a ses activités antibactériennes ou
antihelminthiques (50). Celles-ci sont dues a son effet déstabilisant sur les lipides
membranaires. L’ECP n’est pas internalisée et son effet commence par une simple liaison
a la membrane plasmique, puis a une agrégation conduisant a I’altération de son intégrité
(51). L’activité cytotoxique de I’ECP est influencée par plusieurs parametres: son
génotype et son degré de glycosylation. En effet, plusieurs polymorphismes ont été
identifiés sur le géne codant pour I’ECP (52,53), reliés a sa fonction ou a son contenu
cellulaire. De plus, cette protéine est produite sous plusieurs formes glycosylées (54).

- L’EDN, ou ARNase 2, possede une activité ribonucléase cent fois supérieure a celle de
I’ECP, lui conferant une activité neurotoxique, mais également, antivirale trés importante.
Par contre, son potentiel cytotoxique, in vitro, envers les bactéries et les helminthes est

moindre comparé a I’ECP (26). L’EDN n’est pas uniquement produite par les
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éosinophiles mais aussi par les macrophages activés par du TNF et du LPS (55).
Actuellement, ’EDN est considérée, non plus comme une neurotoxine, mais comme une
alarmine (56), au méme titre que les défensines, les cathélicidines ou la HMGBL1. Ces
médiateurs, hautement immunostimulants, sont considérés comme des signaux de danger
chargés d’alerter le systtme immunitaire en cas de dommages cellulaires et d’infections.
En effet, ’EDN attire et active les cellules dendritiques via le TLR2 et augmente ainsi la
réponse immune, principalement de type 2 (56).

- L’EPO, de la famille des haloperoxidases, est la protéine cationique la plus spécifique des
éosinophiles. Elle conduit, en présence de peroxyde d’hydrogéne H,0O,, a la production
d’halogénures et de bromures toxiques, lui permettant d’avoir des effets bactéricide,
antihelminthique, antifongique et tumoricide (26). L’EPO permet également la maturation
des autres protéines cationiques par nitration des résidus tyrosine présents dans leurs
structures. Celle-ci est indépendante d’un contexte inflammatoire. Le potentiel
cytotoxique des protéines cationiques serait donc dépendant d’une modification post-

transcriptionnelle médiée par I’EPO (57).

b. Meécanismes de dégranulation

Trois mécanismes conduisant a la libération des protéines contenues dans les granules

secondaires des éosinophiles ont été décrits (Fig. 6) (10,58).

Classical Exocytosis Compound Exocytosis Piecemeal Degranulation Cytolysis

Figure 6 : Mécanismes de dégranulation des éosinophiles

Les éosinophiles liberent le contenu de leurs granules secondaires par trois mécanismes différents : I’éxocytose,
classique ou composée, la piecemeal dégranulation et la cytolyse.

Figure tirée de K.R. Acharya, S.J. Ackermann. Eosinophil granule proteins : form and function. J. Biol. Chem.
2014.
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- La « piecemeal degranulation » est le mécanisme de dégranulation le plus fréqguemment
observé chez I’éosinophile (59). Elle permet la libération sélective de ses protéines par
bourgeonnement de petites vésicules a partir des vésicules secondaires. En effet, les
éosinophiles sont doués d’une plasticité fonctionnelle. Par exemple, la stimulation par des
complexes IgG entraine la libération sélective d’ECP et d’EDN, celle par des complexes
IgE conduit au relargage d’EPO et d’EDN alors que les complexes IgA induisent la
libération des trois protéines matricielles (60). Cette degranulation ne change pas la
morphologie des éosinophiles. Cependant, en microscopie électronique, on peut observer
des granules secondaires a moitié vidés. Le transport des protéines vers la membrane peut
étre assuré par la formation de petites vésicules rondes classiques. En réponse a certaines
cytokines, comme I’IFNy, les ¢éosinophiles développent aussi des structures vésico-
tubulaires, appelées vésicules sombréro ‘EoSV’, qui restent viables et qui permettent une
réponse tres rapide lors d’une stimulation ultérieure.

- L’exocytose est possible par fusion directe de la membrane des granules avec la
membrane plasmique, libérant la totalité du contenu granulaire. Cette exocytose peut étre
simple, fusion d’un seul granule, ou composée, fusion préalable de plusieurs granules
entre eux avant libération dans le milieu extracellulaire. Ce mécanisme de dégranulation
conduit a la modification morphologique de ces éosinophiles actives, qui sont alors
appelés « hypodenses » car extrémement vacuolés et de densité moindre. La régulation de
cette exocytose est possible grace a la formation de complexes protéiques composés de v-
SNARES (récepteur SNAP présent sur la vésicule de sécrétion), et de t-SNARES
(protéines exprimées sur la membrane de I’organe cible). Ainsi, les éosinophiles
expriment VAMP-2 et VAMP-7 sur la membrane de la vésicule sécrétoire, et SNAP-23 et
la syntaxin-4, au niveau de la membrane plasmique (61).

- La cytolyse conduit & I’expulsion dans le milieu extracellulaire de I’ensemble des
granules, appelés ‘cell-free granules’ puis de leur contenu. Cette libération peut étre due a
la lyse de I’éosinophile mais également & une cytolyse non apoptotique, dont les

mécanismes ne sont pas encore connus.

Evidemment, la libération sélective des médiateurs selon les stimuli s’applique
également aux autres médiateurs de [I’éosinophile tels que les cytokines permettant

I’orientation des réponses immunes vers un profil Thl, Th2 ou Th17 (10,62).
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4.3.2 Les espéces réactives de I’oxygene

Les éosinophiles peuvent répondre, apres activation, par une libération précoce
d’especes réactives de I’oxygene (ROS). Ceux-ci sont formés par la réduction de I’oxygeéne
par la NADPH oxydase. L’ion superoxyde est ensuite transformé, en présence de superoxyde
dismutase, en peroxyde d’hydrogene (H.O3) qui, en présence de brome et sous I’action de
I’EPO, peut étre transformeé en oxygéne singulet. Ces ROS conferent a I’éosinophile un role

cytotoxique et pro-inflammatoire (31,63).

4.3.3 Cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC)

Il a été démontré, dans notre laboratoire, que les éosinophiles étaient capables de tuer in
vitro les larves de Schistosoma mansoni via un mécanisme ADCC dépendant d’anticorps IgE
qui entrainent leur dégranulation et la libération de médiateurs cytotoxiques au contact des
larves parasitaires (64,65). Les autres classes d’anticorps IgA et 1gG participent également a
I”’ADCC ainsi que les molécules du complément (66,67). L’ADCC pourrait ainsi participer a
I’immunité antiparasitaire et pourrait également étre impliquée dans I’immunité anti-tumorale,

les cellules cancéreuses exprimant des antigénes spécifiques reconnus par des anticorps (68).

4.4. Fonctions immunorégulatrices

4.4.1 Récepteurs et sécrétion de cytokines

a. Récepteurs

L’éosinophile est susceptible de fixer de nombreuses cytokines. Ainsi, les récepteurs
pour I’IL-2, -3, -4, -5, -9, -10, -12, -13, -17, -23, -25, -27, -31, -33 sont présents a leur surface.
De méme, ils expriment egalement les récepteurs du GM-CSF, du TNF, ’IFNy et du TGFp
(66) (Fig. 4).

b. Sécrétion

Si les éosinophiles sont capables de répondre a la stimulation par de nombreuses
cytokines, ils sont capables d’en sécréter encore un plus grand nombre (66). Les éosinophiles
ont une activité transcriptionnelle tres faible comparée aux autres cellules du systéme

immunitaire. La plupart des cytokines sont stockées dans leurs granules et/ou leurs vésicules,
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permettant leur libération rapide aprés activation. Par exemple, I’IL-13 se retrouve dans le
core des granules (69) alors que I’'IL-16 et le TNF sont localisés dans la matrice de ceux-ci

(70).

4.4.2 Polarisation de la réponse immune

Les éosinophiles sont capables de libérer sélectivement les cytokines de type Thl (IL-
1B, IL-2, IL-12, IFNy), Th2 (IL-4, IL-5), Th17 (IL-17, IL-23) ou immuno-régulatrices (IL-10)
en fonction de I’environnement (62). En effet, une activation des €osinophiles par des IgE ou
des IgA conduit a la libération de cytokines de type Th2, la stimulation par le CD28 améne
quant a elle au relargage des cytokines de type Thl, IL-2 et IFNy (62). Cette capacité de
libération spécifique leur confére la propriété de polariser la réponse immune vers un type ou

un autre.

4.4.3 Modulation de la fonction des leucocytes

Les ¢éosinophiles sont capables d’exercer, via la production de leurs nombreux

médiateurs, une activation des autres leucocytes (Fig. 7).

Antigen-specific
interactions
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cytokine production

Tcell

oW_N o [* S_uperox.i-c-ie‘
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| D = Maintains alternatively
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Figure 7 : Modulation des fonctions des leucocytes par les éosinophiles
Figure tirée de Rosenberg HF, Dyer KD, Foster PS. Eosinophils : changing perspectives in health and disease.
Nat Rev Immunol. 2013.
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Lymphocytes T : les éosinophiles sont des cellules présentatrices d’antigéne qui peuvent
exprimer des molécules du CMH de classe 11 et des molécules de co-stimulation. Cela leur
permet de dialoguer avec les lymphocytes T et d’ainsi stimuler leur prolifération et leur
production de cytokines selon le type d’antigéne présenté (71). En réponse a un allergéne,
les éosinophiles, en agissant avec les cellules dendritiques, régulent le recrutement et la
prolifération des lymphocytes Th2 par la libération des chimiokines CCL17 et CCL22
(72).

Lymphocytes B : les éosinophiles stimulent les lymphocytes B pour la production d’IgM.
Ils permettent également d’augmenter la survie des plasmocytes (71,73).

Cellules dendritiques : ils induisent a la fois la maturation et I’activation de ces cellules,
notamment via I’lEDN (56).

Neutrophiles : ces cellules sont activées par la MBP qui entraine la libération d’IL-8 et de
ROS (74). Les éosinophiles sont également capables de synthétiser et libérer la protectin
D1 (PD1), médiateur lipidique anti-inflammatoire. Cette molécule est notamment
reconnue pour diminuer I’influx en neutrophiles ainsi que leur production de cytokines
pro-inflammatoires (75).

Macrophages : les éosinophiles maintiennent les macrophages alternativement activés
dans le tissu adipeux par la production d’IL-4 et d’I1L-13 (23).

Mastocytes : I’ECP, la MBP et ’EPO conduisent a la libération d’histamine par les
mastocytes. La prolongation de leur survie est due au NGF (Nerve Growth Factor) produit
par les eosinophiles (74).

4.5. Fonctions de réparation et de remodelage tissulaire

Une récente hypothése défend le fait que I’accumulation des éosinophiles au niveau des

tissus participerait plus a une stratégie visant a maintenir I’homéostasie tissulaire plutét qu’a

une derégulation immunitaire. Ce concept est appelé « LIAR hypothesis » pour ‘Local

Immunity And/or Remodeling/Repair’ (Fig. 8) (20). Les éosinophiles sont capables

d’interagir avec les cellules épithéliales, endothéliales ou fibroblastes par la libération de leurs
cytokines mais également de facteurs de croissance (SCF, NGF, VEGF, PDGF, TGF-a et —f3)
(66).

Le recrutement des éosinophiles périphériques a lieu en réponse a la libération d’un ou

plusieurs médiateurs de I’inflammation (comme les DAMPs) par des cellules mortes
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localement. Avec un contexte favorable, comme la présence d’IL-5 et de GM-CSF provenant
de [I’¢épithélium, les éosinophiles peuvent s’accumuler a 1’état non activé. Le
microenvironnement immunitaire tissulaire dirige ensuite les fonctions des ¢€osinophiles
conduisant soit a 1’exacerbation de la réponse immune locale, soit a sa suppression ou bien
encore, cas le plus fréquent, a ne pas ou peu la modifier. Dans tous les cas, en retour, les
¢osinophiles modulent le remodelage ou la réparation tissulaire (Fig. 8). Il est important de
noter que cette fonction des éosinophiles est liée a une situation physiologique, dans le tractus
digestif par exemple, mais également en conditions pathologiques, dans I’asthme, les

infections parasitaires ou encore les situations tumorales (20).

Eosinophils in health anddisease: The LIAR hypothesis

Th2-polarized Immune- neutral Th1/Th17-polarized
microenvironment microenvironment microenvironment
Eosinophil-mediated Eosinophil-mediated Eosinophil-mediated
exacerbation of Immune T call suppression of
immune responses suppression activation immune responses
A

Tissue remodeling and repair
associated with:

Tissue remodeling and repair
associated with:

Tissue remodeling andrepair

» Asthma - Parasile associated with: = Parasite + Organ
« Endometrios| infection + Mammary gland -+ Bone marrow P — A —
o . « Cancer development = Gl tract * Duchenne
Muscular
= Allergy (chronic) - Allergy (acute) = Wound healing - Thymus - Cancer Dystrophy

Figure 8: Représentation schématique de la « LIAR hypothesis » et de ses conséquences en homéostasie ou
pathologie.

@ : eosinophiles; . : mort cellulaire ; @:’_:g
souches.

Figure tirée de Lee J.J., Jocobsen E.A., McGarry M.P., Schleimer R.P., Lee N.A. Eosinophils in health and
disease: the LIAR hypothesis. Clin. Exp. All. 2010.

prolifération cellulaire ou activation des cellules
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5. Role des éosinophiles en pathologie

Pathologies Effets des éosinophiles

Cancer - Indicateurs de risque
- Recrutement et polarisation des lymphocytes T
- Cytotoxicité
- Remodelage tissulaire

Maladies démyélinisantes - Polarisation des lymphocytes T
- Sclérose en plaque - Survie des nerfs
- Néuvrite optique - Survie des plasmocytes

Rejet de greffe - Indicateurs de risque

- Recrutement et polarisation des lymphocytes T
- Cytotoxicité
- Remodelage tissulaire

Maladies métaboliques - Dép6t de graisse
- Diabéte de type 2 - Recrutement et polarisation des macrophages M2
- Athérosclérose - Fibrose et remodelage tissulaire

- Prolifération des muscles lisses
- Remodelage vasculaire

Maladies inflammatoires de I’intestin - Recrutement et polarisation des lymphocytes T
- Maladie de Crohn - Fibrose et remodelage tissulaire
- Rectocolite hémorragique - Hyperplasie des muscles lisses

- Hyperplasie et dommage des cellules épithéliales
- Remodelage vasculaire

Maladies pulmonaires - Recrutement et polarisation des lymphocytes T
- Asthme - Fibrose et remodelage tissulaire
- Hypertension pulmonaire - Hyperplasie des muscles lisses
- Fibrose pulmonaire - Hyperplasie et dommage des cellules épithéliales

- Remodelage vasculaire

Allergie / Dermatite de contact - Croissance et survie neuronale
- Fibrose
- Modulation de la réponse immune

Tableau 2 : Rdle des éosinophiles en pathologie
Table adaptée de Jacobsen EA, Helmers RA, Lee JJ, Lee NA. The expanding role(s) of eosinophils in health and
disease. Blood, 2012

Une hyperéosinophilie (HE) se définit comme une augmentation du taux d’eosinophiles
circulants supérieur & 0.5 x 10%/L et peut avoir plusieurs origines. En raison de leur fréquence,
les causes allergiques, médicamenteuses ou parasitaires sont tout d’abord évoquées. Nous
avons vu précédemment que les éosinophiles sont des cellules multifonctionnelles, a
I’interface entre I’immunité innée et adaptative par I’expression de médiateurs et récepteurs
trés variés, ils jouent donc un rdle majeur dans le développement ou le contrdle de
nombreuses pathologies (Tableau 2) (74,76). Les modéles murins, avec une modification du
nombre d’éosinophiles, permettent notamment I’étude de leur rble physiopathologique
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(Tableau 3). Cependant, I’action exacte de ces cellules n’est pas encore élucidée, et semble
notamment dépendre des stades des pathologies. Les paragraphes suivants ne constituent donc
pas une liste exhaustive de toutes les pathologies dans lesquelles les éosinophiles sont
impliqués mais plutdt des exemples pour lesquels les rbles des éosinophiles sont soit

déléteres, soit bénéfiques, soit a déterminer.

5.1. Asthme

Les éosinophiles exercent un rble délétéere en causant de nombreux dommages
tissulaires dans des pathologies comme I’asthme et I’allergie. L’asthme est une maladie
inflammatoire chronique des poumons qui se caractérise par une hyperréactivité bronchique,
une éosinophilie associée a une réponse de type Th2 et une synthése d’IgE. L’accumulation
des éosinophiles au niveau des poumons est une conséquence importante de I’asthme. La
libération, par ces cellules, de médiateurs lipidiques (leucotriénes, prostaglandines,
thromboxane), de MBP et de ROS entraine une bronchoconstriction, une hypersécrétion de
mucus et une lyse des cellules mucosales (77). Ainsi, les éosinophiles et les molécules qui
régulent leur développement et leur recrutement semblent étre des cibles de choix dans le
traitement de I’asthme. Dans ce contexte, des essais cliniques ont été réalisés sur I’utilisation
de deux anticorps monoclonaux anti-IL-5, le mépolizumab et le reslizumab. Bien que ces
deux anticorps thérapeutiques réduisent le nombre des éosinophiles sanguins et pulmonaires,
aucun bénéfice clinique n’a pu étre objectivé (78,79). L’asthme est une pathologie trés
hétérogéne, et, a la suite de ces résultats, la notion de sous-type selon le phénotype
inflammatoire a été introduit (asthme neutrophilique, €osinophilique, mixte). Ainsi, il a
récemment été démontré une amélioration du contrdle de I’asthme par les anti-IL-5 chez les

sujets souffrant d’un asthme éosinophilique résistant aux corticoides (80,81).

5.2. Syndromes Hyper-Eosinophiles

Devant toute HE massive (> 1,5 x 10%/L) chronique, supérieure & 6 mois, et inexpliquée
en dépit d’une enquéte étiologique bien menée, on se doit d’évoquer le Syndrome Hyper-
Eosinophilique ou SHE. Ces SHE sont cliniquement extrémement hétérogenes. Bien qu’ils
puissent étre asymptomatiques, les principales manifestations cliniques sont pulmonaires,

cutanees, digestives, neurologiques et cardiaques. Leur classification est en perpétuelle
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renouvellement, la derniere datant de 2014 (82). On peut cependant les classer

schématiquement en trois, voire quatre, situations distinctes (Fig. 9):

Le SHE myéloprolifératif (SHE-M). Au niveau physiopathologique, une délétion a
I’origine du gene de fusion FIP1L1-PDGFRA (F/P) est identifiée chez certains patients
atteints de SHE-M (83). Ce gene code pour une protéine tyrosine kinase ayant une activité
constitutive. Dans une étude, menée en collaboration avec notre laboratoire, il a été
démontré que, chez ces patients, le traitement par un inhibiteur de protéine kinase,
I’imatinib mesylate (Glyvec®), conduit & une rémission clinique, hématologique et méme
moléculaire pour certains (84). Ce traitement est également efficace sur des patients ne
présentant pas ce gene, suggérant I’existence d’autres anomalies moléculaires sur des
tyrosines kinases.

Le SHE lymphoide (SHE-L) est d0 & une prolifération clonale de lymphocytes a
phénotype aberrant (majoritairement le phénotype CD3'CD4"), producteur do’IL-5, d’IL-4
et d’IL-13. L origine de ces déréglements n’est pas connue et le traitement consiste en une
corticothérapie ou a I’administration de mépolizumab (82,85,86).

Le SHE idiopathique : certains SHE ne s’intégrent ni dans le variant myéloide, ni dans le
variant lymphoide. Par définition, les mécanismes de pathogenése des SHE idiopathiques
restent inconnus. Comme pour les autres formes, il est caractérisé par une infiltration en
éosinophiles avec libération de protéines cationiques et de médiateurs inflammatoires. Le
traitement de premiere ligne, s’il est symptomatique, est I’administration de corticoides.
D’autres agents immuno-modulatoires et cytotoxiques peuvent également étre utilisés, tels
que I’hydroxyureée, la vincristine ou I’alemtuzumab (anti-CD52).

Dans toutes ces pathologies, la transplantation de moelle osseuse peut également étre
envisageée.

Le SHE familial est une pathologie autosomique dominante. L’hyperéosinophilie est
présente dés la naissance et reste stable au court du temps et est, en général, peu

symptomatique. L’anomalie génétique n’est actuellement pas encore connue.

22



| Hypereosinophilia |

| Screen for reactive causes |

Reactive
Eosinophilia Positive

N

\l, MNegative

Treat underlying cause

Screen for FIPILI-PDGFRA by FISH or RT-PCR; bone marrow
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Figure 9 : Tableau décisionnel au diagnostic et traitement des éosinophilies

Figure tirée de Gotlib J. World Health organization-defined eosinophilic disorders: 2014 update on diagnosis,

risk stratification and management. Am J Hematol. 2014
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5.3. Maladies Inflammatoires Chronique de I’Intestin (MICI)

Les MICI comprennent la maladie de Crohn et la rectocolite héemorragique (RCH). Ces
pathologies, entrainant diarrhée, constipation et perte de poids, sont notamment caractérisées
par une inflammation et un remodelage tissulaire important dans I’ensemble du tube digestif
pour la maladie de Crohn et au niveau du célon et rectum pour la RCH. Bien que les
éosinophiles soient présents dans le tube digestif en condition homéostasique, une
accumulation importante de ces cellules est observée chez les patients atteints de MICI (87).
Cependant, le role des éosinophiles dans ces pathologies reste mal connu. Par exemple, des
études cliniques ont montré un nombre augmenté d’éosinophiles au niveau du cb6lon de
patients atteints de RCH lors des poussées de la maladie et une diminution suivant le
traitement, suggerant un réle pathogénique des éosinophiles (88). A I’inverse, une autre étude
retrouve une augmentation des éosinophiles pendant les phases silencieuses de la RCH (89).
De méme, les modeles murins de MICI apportent des résultats contradictoires. En effet,
certaines études montrent une colite, induite au DSS, moins importante dans des modeéles
murins déficients en éosinophiles (PHIL et AdbIGATA) (90,91). Dans le méme modeéle
(souris PHIL) et un modéle utilisant un anticorps anti-1L-5, Masterson JC et al. ont démontré,
au contraire, que I’absence d’éosinophile conduit a une inflammation et une mortalité plus
importante apres traitement au DSS. Les éosinophiles diminuent la réponse inflammatoire,
notamment par la libération de PD-1 (92). Ces résultats contradictoires pourraient notamment
s’expliquer par les différences expérimentales, notamment au niveau du statut sanitaire des
animaleries. Les réponses pro/anti-inflammatoires des éosinophiles pourraient étre modulées
selon le microbiote ou I’exposition a des endotoxines (93). Comprendre les mécanismes
impliqués dans la physiopathologie ou la protection des eosinophiles dans ces maladies
inflammatoires pourrait permettre I’utilisation de molécules immuno-modulatrices en
thérapeutique. Dans notre laboratoire, un traitement immunothérapeutique par une protéine
parasitaire, la P28GST, conduit a une diminution de la colite expérimentale, induite par du
TNBS, en impliquant notamment une infiltration massive d’éosinophiles (M. Capron,

manuscrit en préparation).

5.4. Tumeurs

La participation des éosinophiles a I’immunité anti-tumorale sera plus particulierement

décrite dans le paragraphe Il de la partie introductive de cette these (p.38) de cette thése. En
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effet, il est a noter que plusieurs études épidémiologiques ont mis en évidence une corrélation

inverse entre les antécédents d’allergie et I’apparition de nombreux types de cancer. Les

éosinophiles sont présents dans I’infiltrat de nombreux types de tumeurs et cette infiltration

est, en géneéral, associée avec une valeur pronostique positive. De plus, la découverte récente

de récepteurs et médiateurs chez les éosinophiles humains, partagés avec les lymphocytes T et

connus pour étre impliqués dans I’immunité anti-tumorale, suggerent que les éosinophiles

pourraient jouer un réle dans la défense anti-tumorale. Cette hypothese a également été

soutenue, dans des modeles expérimentaux et chez I’Homme (94).

Modeles avec
éosinophilie

Modeles déficients en
éosinophiles

Diminution du
nombre ou du
recrutement
tissulaire des
éosinophiles

Souche murine
Tg IL-5
Double Tg IL-5/
CCL24

AdbIGATA
Mbp-17Epx/

Tg PHIL

-57

Ccl1l 7/

Ccl24r1

Cer3/

Caractéristiques
Sur-expression en IL-5. Augmentation du
nombre basal d’’éosinophiles
Sur-expression de I’IL-5 et de la CCL24.
Eosinophilie pulmonaire et dégranulation
in situ
Modification de la séquence
palindromique double GATA du géne
GATA-1
Délétion des genes de la MBP-1 et de
I’EPO
Expression de la toxine A diphtérique
sous le contréle de I’EPO
Délétion du géne de I’1L-5. Taux basal
d’éosinophiles mais pas d’éosinophilie
apres stimulation Th2
Délétion du géne de la CCL11.
Diminution du recrutement pulmonaire et
intestinal des éosinophiles
Délétion du géne de la CCL24.
Diminution du recrutement pulmonaire
des éosinophiles
Délétion du géne du récepteur aux
éotaxines. Diminution du recretument
tissulaire

Tableau 3 : Principaux modéles murins génétiquement modifiés utilisés pour I’étude des éosinophiles

Références
(95)

(96)

(97)

(98)

(99)

(8)

(100)

(101)

(102)
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I1. L’interleukine-18

L’IL-18 fut decrite pour la premiere fois en 1989 comme un « IFNy-inducing factor »
(IGIF), isolé a partir de sérum de souris infectées par Mycobacterium bovis, apres injection
intra-péritonéale d’endotoxine afin d’induire un choc septique (103). Ce facteur, capable de
stimuler les lymphocytes et les cellules NK, pour favoriser une réponse de type Thil, fat
ensuite purifié a partir de foie de souris et cloné par Okamura et al (104). Cette cytokine fait a
présent partie de la famille de I’IL-1, comprenant 11 membres, aux structures, récepteurs et

fonctions différentes (tableau 4).

Cytokine  Nom alternatif Récepteur Co-récepteur Fonction
IL-1a IL-1F1 IL-1R1/IL-1R2 IL-1RACP Inflammation
IL-1p IL-1F2 IL-1R1/IL-1R2 IL-1RACP Inflammation
IL-1Ra IL-1F3 IL-1R1 Inhibition de I’inflammation
IL-18 IL-1F4 IL-18Ra IL-18RB Inflammation
IL-33 IL-1F11 ST2 IL-1RACP Inflammation
IL-360a. IL-1F6 IL-36R IL-1RACP Inflammation
IL-368 IL-1F8 IL-36R IL-1RACP Inflammation
IL-36y IL-1F9 IL-36R IL-1RACP Inflammation
IL-36Ra IL-1F5 IL-36R Inhibition de I’inflammation
IL-37 IL-1F7 IL-18Ra Inhibition de I’inflammation
IL-38 IL-1F10 IL-36R Inhibition de I’inflammation

Tableau 4 : Nomenclature et principales fonctions de membres de la famille de I’IL-1
Tableau adapté de Garlanda C, Dinarello CA, Mantovani A. The interleukin-1 family : back to the future.
Immunity, 2013

Bien que I’IL-18 ressemble & I’lL-1p dans le fait qu’elle soit synthétisée sous forme
d’un précurseur inactif, sa structure tertiaire est trés proche de celle de I’IL-37. De méme, a la
différence de I’lL-1pB, le précurseur de I’IL-18 est présent dans les monocytes de donneurs
sains et au niveau des cellules epithéliales de tout le tractus gastro-intestinal (105). Par cet

aspect, I’IL-18 est plus semblable aux alarmines IL-1a et 1L-33.
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1. Production de I’l L-18

1.1. Cellules productrices d’IL-18

L’IL-18 est produite, chez I’homme et la souris, par de nombreux organes et types
cellulaires qu’ils soient hématologiques ou non (106). Parmi eux, on peut citer les cellules de
kippfer (104), les monocytes (107), les cellules dendritiques (108), les macrophages, les
kératinocytes (109), les chondrocytes, les fibroblastes, les ostéoblastes (110) et les cellules
épithéliales intestinales (111). Il est a noter que la production de cette cytokine par les

éosinophiles, humains ou murins, n’a pas encore été demontrée.

1.2. Clivage de I’lL-18

La production d’IL-18 mature est un processus complexe, faisant intervenir plusieurs
acteurs. La diversité des enzymes impliquées dans ce clivage, dans de nombreux types

cellulaires, montre I’importance de cette cytokine dans les réponses inflammatoires.

Comme I’IL-1p, I’TL-18 est tout d’abord produite sous la forme d’un précurseur inactif,
la pro-IL-18, de poids moléculaire de 24 000 Daltons. Apres clivage, en général par la
caspase-1, I’IL-18 est sécrétée sous forme active de 18 000 Daltons (112). Cependant, une
sécrétion d’IL-18 est également observée chez des souris déficientes en caspase-1, suggérant
I’existence d’autres voies de clivage (113) (Fig. 10).

1.2.1 Caspase-1 et inflammasome

La pro-1L-18 est localisée au niveau cytoplasmique. Celle-ci doit étre clivée pour
devenir active et pour étre libérée dans le compartiment extracellulaire. Ce clivage se fait
majoritairement par la caspase-1, ou ICE (Interleukin-1B-Converting Enzyme), initialement
identifiée comme I’enzyme clivant I’IL-1p (114). Cette caspase-1 est produite sous forme
d’une pro-enzyme inactive, le zymogen. La conversion en forme active nécessite un auto-
clivage (115). Apreés stimulation, par des DAMPs ou des PAMPs (116), la pro-caspase-1 et un
senseur cytosolique, I’ASC (Caspase-1 adaptor protein) forment un complexe multiprotéique.
Ce complexe interagit avec un NLR (NOD-Like Receptor) ou un ALR (AIM2-Like Receptor)
pour genérer un heptamere, de conformation stable, appelé inflammasome (117). Dans cet

inflammasome, les pro-caspase-1 sont suffisamment proches les unes des autres pour qu’elles
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se lysent mutuellement et ainsi de devenir actives. La pro-IL-18 peut donc également étre
clivée sous forme active (Fig. 10). Actuellement, I’inflammasome le plus étudié est le NLRP3
(ou NALP3) inflammasome, mais d’autres inflammasomes formés par le NLRP1, NLRP6,
NLRP7, NLRP12, NLRC4, AIM2 ou IFI sont également capables de cliver I’IL-1p et I’'IL-18
(118).
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Figure 10 : Structure de I’inflammasome et production de I’IL-18 active

L’inflammasome est un complexe multi-protéique formé aprés stimulation par des PAMPs ou DAMPs. Il
s’ensuit la libération de la caspase-1 sous forme active qui peut ainsi cliver la pro-1L-18 en IL-18 active qui sera
ensuite sécrétée dans le compartiment extracellulaire

Figure tirée de Sedimbi SK, H&gglof T, Karlsson MCI. IL-18 in inflammatory and autoimmune disease. Cell.
Mol. Life Sci. 2013.

1.2.2 Autres caspases

Chez des souris deficientes en caspase-1, une sécrétion d’I1L-18 a été observée (113).
Cependant, I’utilisation d’inhibiteurs des caspases inhibent cette production, démontrant que
des caspases, autres que la caspase-1 sont capables de cliver la pro-IL-18 (113). La
signalisation induite par Fas (CD95) active la caspase-8 dans les macrophages et les cellules
dendritiques. Cette activation conduit a la maturation et a la libération de I’'IL-18 (119). La
caspase-3, quant a elle, est capable de cliver a la fois le precurseur et la forme mature de I’IL-
18 pour genérer deux formes biologiquement inactives (120).
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1.2.3 Clivage indépendant des caspases

La détection de la pro-1L-18 dans des cellules non hématologiques, qui n’expriment pas
de caspase, telles que les kératinocytes, indique qu’il existe également un mécanisme de
production de I’IL-18 indépendant des caspases (Fig. 10). Il a notamment été démontre que le
granzyme B est capable de cliver la pro-1L-18 et que ce clivage se fait dans des cellules
déficientes en caspase-1 (121). Une autre molécule impliquée également dans la maturation
de I’IL-18 est la PR3 (Proteinase-3), exprimée principalement par les neutrophiles mais
également par les monocytes, les macrophages et les basophiles. Ce processus a également
lieu dans les cellules épithéliales orales humaines en présence d’un inhibiteur spécifique de la
caspase-1 ou d’un inhibiteur général des caspases (122). Une autre protéinase, la chymase,
specifiques des mastocytes, peut également cliver la pro-1L-18 (123). Enfin, la merpin-f, une
metalloprotéase présente dans les cellules épithéliales digestives et rénales, est également

capable de produire une IL-18 biologiquement active (124).

1.2.4 Clivage extracellulaire

Bien que le clivage intracellulaire soit la voie prépondérante pour la production d’IL-18
mature, il a également été démontré que les PBMCs humains sont également capables de
sécréter de la pro-1L-18 (105), suggérant un clivage extracellulaire. De méme, le précurseur
inactif de cette cytokine reste dans le compartiment intracellulaire des cellules
mésenchymateuses. Comme I’IL-1a ou I’'IL-33, ce preécurseur est libéré lors de la lyse de ces
cellules et clivé dans le compartiment extracellulaire. Les enzymes impliquées dans ce clivage
ne sont pas encore réellement connues mais on peut tout de méme invoquer la PR3 puisque
cette protéinase, capable de cliver la pro-IL-18, peut étre sécrétée et exercer son action

enzymatique au niveau de la membrane plasmique des neutrophiles (122,125).

2. Signalisation et régulation de I’lL-18

2.1. Le récepteur de I’lL-18

Le récepteur de I’IL-18 (IL-18R) est un complexe formé d’une chaine de liaison a I’IL-
18 mature, IL-18Ra et d’un co-recepteur, I’IL-18Rp (126). Ce complexe est similaire & ceux
formé par les autres cytokines de la famille de I’IL-1, avec le co-récepteur IL-1RACP. A la

suite de la formation de cet hétérodimere, les domaines TIR (Toll-IL-1 Receptor) se
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rapprochent et il s’ensuit le recrutement séquentiel de MyD88, de protéines kinase IRAK-4,
IRAK-1 et de I’adaptateur TRAF-6. La phosphorylation de IkB permet la libération de NF«kB,
qui migre jusqu’au noyau et initie la transcription des geénes cibles, comme celui de I’'I[FNy
(Fig. 11) (127). Cependant, il existe des différences entre la signalisation de I’IL-1 et celle de
I’IL-18. Alors que I’lL-1a et I’IL-1p sont actives a des taux de 1’ordre du pg/ml, 1’activation
des cellules par I’IL-18 nécessite un taux de 10-20 ng/ml, voire plus (128).
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Figure 11 : Signalisation de I’IL-18

L’IL-18 forme un complexe en se liant a I’'lL-18Ra. Le co-recepteur IL-18Rp est nécessaire pour la formation
d’un complexe de haute affinité. Les domaines TIR permettent le recrutement de MyD88, des IRAKSs et de
TRAF-6, entrainant 1’activation de NFxB. L’IL-18BP est présente dans le compartiment extracellulaire ou elle se
lie & I’1L-18 mature, empéchant la liaison a son récepteur.

Figure tirée de Dinarello CA, Novick D, Kim S, Kaplanski G. IL-18 and IL-18 binding protein. Frontiers in
immunology. 2013.

En plus de la voie du NF«kB, d’autres facteurs sont également impliqués dans la
signalisation de I’IL-18. Une activation par I’IL-18 conduit aussi a la phosphorylation de
STAT3 et des MAP kinases. Une autre voie implique les Jak kinases qui phosphorylent les
STATS et induisent I’expression génique. Par exemple, les souris déficientes en tyk2, faisant
partie des Jaks, ont une diminution de la cytotoxicité des cellules NK et de la production
d’TFNy (129).
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2.2. L’IL-18 Binding Protein (IL-18BP)

2.2.1 Structure

L’IL-18 est une cytokine inflammatoire qui nécessite donc d’étre régulée afin d’éviter
des dommages liés a une inflammation trop importante. Cette régulation se fait notamment
par la production d’un antagoniste endogene extracellulaire, I’IL-18 binding protein (IL-
18BP). L affinité de I’1L-18 pour I’IL-18BP est plus importante que celle pour son récepteur,
cela empéche donc la liaison de I’IL-18 a I’IL-18R (Fig. 11). Chez I’lhomme, il existe quatre
isoformes résultant de I’épissage alternatif du gene de I’IL-18BP, de I’'IL-18BPa a I’IL-
18BPd. L’IL-18BP varie de la définition classique des récepteurs solubles puisqu’elle ne
correspond pas au domaine extracellulaire de I’IL-18ra. La capacité de ces isoformes a lier et
neutraliser I’IL-18 est dépendante de la présence d’un domaine Ig. En effet, I’IL-18BPa a la
plus forte affinité pour I’IL-18, suivi de I’IL-18BPc. Au contraire, I’IL-18BPb et d, qui n’ont

pas de domaine Ig, sont incapables de lier et de réguler I’1L-18 (130).
2.2.2 Fonction

La fonction bénéfique ou délétere d’une augmentation de I’1L-18 dépend du contexte
clinique dans laquelle elle est observée. Par exemple, I’expression d’IL-18BP par des virus,
comme les poxvirus, inhibe I’IL-18 et donc la production d’TFNy et la cytotoxicité de cellules
NK, permettant ainsi la propagation virale (131,132). D’un autre cété, I’IL-18BP peut aussi
étre impliquée dans la protection contre certaines pathologies dans lesquelles I’IL-18 est

impliquée, telles que la polyarthrite rhumatoide (133) ou I’hypersensibilité de contact (134).

L’IL-18BP ne lie qu’une molécule d’IL-18. La détermination simultanée de ces deux
protéines permet donc de connaitre la concentration en 1L-18 libre et active. Cette mesure
pourrait &tre un indicateur important sur le devenir de la réponse immune, comme chez les

patients en sepsis (135,136).

3. Fonctions biologique de I’IL-18

3.1. L’IL-18 : une cytokine immuno-réqulatrice

Historiquement, I’lL-18 était considerée seulement comme un facteur induisant la
libération d’IFNy par les cellules Thl et NK (104). Cependant, I’IL-18 est aujourd’hui
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reconnue comme une cytokine immuno-régulatrice par sa capacité a induire également des
cytokines Th2 ou Thl7 par les lymphocytes, les cellules NK, les basophiles ou encore les
mastocytes (106,136). Cette capacité d’immuno-régulation semble é&tre dépendante du

contexte cytokinique (137) (Fig. 12).
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Figure 12 : Immuno-modulation de I’'IL-18
L’IL-18 induit la libération d’IFNy, d’IL-4, d’IL-13, d’IL-17 et potentiellement d’IgE en fonction du contexte
cytokinique.

3.1.1 Induction de la production d’IFNy

L’IL-18 n’induit, par elle-méme, qu’une faible quantit¢ d’IFNy chez les lymphocytes
Thl. C’est également le cas de I’IL-12. Cependant, une stimulation combinée de ces deux
cytokines induit la production d’IFNy de fagon synergique (104,107,138). 1l est a noter que
cette production par les lymphocytes se fait indépendamment de 1’engagement du TCR,

comme c’est habituellement le cas (139,140).

L’action de I’IL-18 pour I’induction de la production d’IFNy, en présence d’IL-12 ou
d’IL-15, se fait chez un grand nombre de type cellulaire : les lymphocytes CD4" (141), les
lymphocytes CD8" (139), les lymphocytes T NK (NKT) (142), les cellules NK (106), les
cellules dendritiques (143), les macrophages (144), les neutrophiles (145) ou encore les

lymphocytes B (146).
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3.1.2 Induction de la production d’1L-4 et d’I1L-13

En plus de la production de cytokines de type Thil, il a été démontré que, en présence
d’IL-18, les lymphocytes T naifs sont capables de produire de I’IL-13 et du GM-CSF. Cet
effet se fait notamment en collaboration avec I’IL-2 (147). Les lymphocytes T CD4" naifs,
cultivés en présence de ces deux cytokines, expriment le CD40L et produisent une grande
guantité d’IL-13 et une quantité moindre d’IL-4 (148). Chez les mastocytes et basophiles,
cellules considérées comme participant a la réponse de type Th2, une stimulation par de I’1L-
18 et de I’IL-3 conduit a la production d’une quantité importante d’I1L-4 et d’IL-13 (149). Les
NKT, quant a eux, sont des cellules, tout comme les éosinophiles, capables de produire des
cytokines soit de type Thl, soit de type Th2. Chez ces cellules, I’IL-18 entraine non
seulement la libération d’IFNy, mais également d’IL-4 (150). Il semble notamment que cette

polarisation soit temps-dépendante (142).

3.1.3 Induction de la production d’I1L-17

Plus récemment, I’implication de I’1L-18 dans les réponses de type Th17 a également
été démontreée. En effet, les lymphocytes yo expriment des taux important d’IL-18R et la
stimulation par d’IL-18, associée a I’l1L-23 entraine la production d’IL-17 chez ces cellules,
mais aussi chez les lymphocytes CD4", cela en absence d’un engagement du TCR (151).
L’IL-18 contribue également a la différenciation de ces cellules lorsqu’elles sont activées par

des ligands appropriés, comme les cristaux d’acide urique (152).

3.1.4 Réqulation de la production d’IgE

Initialement, il a été démontré que la stimulation des lymphocytes B par une
combinaison d’IL-18 et d’IL-12, conduit a une inhibition de la production d’IgE et d’IgG1 et
une augmentation de la production d’lgG2a dans un modéle murin d’infection parasitaire par
un helminthe, Nippostrongylus brasiliensis (153). Cependant, I’administration d’IL-18 seule
induit la production de cytokine Th2, une éosinophilie et une réponse IgE dans des modeles
murins d’allergie et d’infection parasitaire (148,154). Cette accumulation d’IgE induite par
I”IL-18 s’observe également dans des modéles murins non pathologiques (155).
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3.2. Augmentation de I’activité cytotoxique

L’IL-18 est capable, a elle-seule, d’augmenter les activités cytotoxiques des cellules NK
et des lymphocytes T CD8" (106,129,136). Ces cellules exercent leur action par I’utilisation
de molécules telles que la perforine, FasL et TRAIL (TNF-related-apoptosis-inducing ligand).
L’IL-18 régule positivement I’expression de la perforine et de FasL mais n’augmente pas
I’expression de TRAIL (156-158).

Récemment, il a été démontré que I’IL-18 est également capable d’augmenter la
cytotoxicité dépendante des anticorps des cellules NK par la stimulation de leurs FcR in vitro
et in vivo (159).

3.3. 1L-18 et éosinophiles

La relation entre les éosinophiles et I’IL-18 n’a que tres peu été étudiée. Cependant,
dans des modeles murins d’asthme allergique, I’administration d’IL-18 conduit a une
accumulation d’éosinophiles au niveau du poumon (154,160), suggérant que cette cytokine
pourrait exercer un effet direct ou indirect sur ces cellules. De plus, les éosinophiles
expriment I’IL-18Ra (161). Une stimulation par de I’IL-18 entraine la sécrétion d’IL-6, d’IL-
8 de CXCLS8 et de CCL2 (161,162). Elle augmente également significativement la survie des
éosinophiles (162).

4. 1L-18 et tractus gastro-intestinal

De par ses nombreuses activités biologiques, I’IL-18 intervient dans de nombreuses
pathologies inflammatoires, auto-immunes, allergiques ou cancéreuses. Cette action peut-étre
également bénéfique ou délétere selon les contextes. Nous avons donc choisit de nous
focaliser sur le role de I’IL-18 au niveau d’un organe, le tube digestif. En effet, celui-ci est
représentatif de la diversité fonctionnelle de I’IL-18 puisqu’elle participe a la fois a

I’homéostasie, a I’inflammation et a I’immunité anti-tumorale au niveau de cet organe.
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4.1. Homéostasie intestinale

L’IL-18 participe aux processus de tolérance immune, de réparation et de prolifération
des lymphocytes intra-épithéliaux importants dans I’homéostasie intestinale. L’IL-18 ainsi
que la caspase-1 sont détectées au niveau de tout le tractus gastro-intestinal, suggérant que des
taux importants d’IL-18 mature peuvent y étre sécrétés (163). La synthése d’IL-18 dans
I”intestin et le cdlon se fait au niveau des entérocytes et des cellules a mucus des villosités du
gréle et de la partie apicale des cryptes coliques (164). Cette synthése participe notamment a
I’apoptose se produisant lors du processus physiologique de renouvellement cellulaire. En
effet, les cellules épithéliales normales expriment la molécule Fas et sont sensibles a FasL
entrainant leur apoptose (165,166). La sécrétion locale d’IL-18 peut donc promouvoir la mort

des cellules épithéliales apicales.

La muqueuse intestinale fait face a un environnement riche en antigénes, tels que le
microbiote intestinal ou les composants nutritifs, contrdlé par le systeme immunitaire qui
assure une tolérance, permettant I’noméostasie intestinale et donc I’intégrité de la barriéere
intestinale. Les cellules épithéliales intestinales sont reconnues comme des cellules
présentatrices des antigénes (CPA) non-professionnelles, capables de capturer, préparer et
présenter les antigenes via leurs molécules de la classe du CMH 1 ou Il et leurs molécules de
co-stimulation CD40, CD58 ou CD86 (167). La production d’IL-18 par ces cellules renforce
leurs similarités avec les CPA professionnelles. De plus, I’'IFNy augmente 1’expression de
molécules de CMH I1 sur les cellules épithéliales intestinales (168). L’I1L-18R est présent sur
les cellules de la lamina propria du cdlon sain et sur les lymphocytes intra-épithéliaux et I’ IL-

18, libérée par les cellules épithéliales, permet leur prolifération (169).

Un dernier argument en faveur du réle de I’lIL-18 dans I’homeéostasie intestinale est le
fait qu’on ne retrouve pas cette cytokine au niveau du tractus gastro-intestinal fcetal (non

soumises aux antigenes environnementaux) (164).

4.2. Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

Tout comme les éosinophiles, I’IL-18 semble avoir un réle a la fois bénéfique et
délétére dans les MICI. En effet, des résultats paradoxaux ont été obtenus dans différents

modeéles murins dans lesquels I’absence d’IL-18 ou sa sur-expression conduit a une
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inflammation exacerbée (170). Cela semble notamment dépendre du caractere aigu ou
chronique de la colite ainsi que des cellules activées par I’1L-18 (171).

4.2.1 Roble néfaste....

Les premieres études immunohistochimiques ont montré une expression d’IL-18 et de
caspase-1 augmentée au niveau des Iésions sur des pieces opératoires coliques des patients
atteints de MICI, a la fois au niveau des cellules épithéliales et des cellules présentes dans la
lamina propria (163). Ces sites présentent aussi une synthése importante de cytokines induites
par I’IL-18, telles que ’IFNy, I’'IL-1B, le TNF et I’IL-8 (163). Un changement d’expression
d’IL-18 est observé chez ces patients lorsque la pathologie devient plus sévére. Cette
expression passe de I’épithelium a la lamina propria avec la séverité de la maladie (172). Ces
résultats, obtenus chez I’homme, suggérent le r6le néfaste de I’1L-18. Ils sont en accord avec
certaines études in vivo. En effet, des souris présentant une diminution de I’expression d’IL-
18, caspl’/ ou aprés traitement par de I’IL-18BP, semblent résistantes au traitement par DSS
et présentent une diminution de la production d’IL-1a, d’IL-1B, d’IFNy et de TNF par les
cellules immunes (173,174). De plus, chez un modeéle murin transgénique pour I’IL-18, une
susceptibilité accrue pour la colite a été observée, notamment due a une augmentation de

I’infiltrat macrophagique (175).

4.2.2 ...ourble bénéfigue ?

A I’inverse, de récentes études décrivent un role protecteur de I’IL-18 dans ces
pathologies. Les souris 11187/ et 1118ro’/ développent une colite plus sévere en terme de
morbidité et de mortalité que les souris wild type (WT) (176). Ce résultat a été renforcé par
une étude montrant une augmentation de la susceptibilité a une colite induite par DSS chez
des souris Myd88/" (177). La production d’IL-18 est indissociable de I’inflammasome
NLRP3. Plusieurs études ont démontré que les souris déficientes en NLRP3 sont tres
susceptibles a développer une colite et qu’un traitement par I’IL-18 diminue significativement
cette colite (178,179). De plus les souris Nlrp3/  reconstituées avec des cellules
hématopoietiques de souris WT développent une colite severe alors que les souris WT
recevant des cellules de moelle osseuse provenant de souris NIrp3/" ne présentent qu’une

colite modérée (178). Cela suggére que la libération d’IL-18 par les cellules épithéliales
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pourrait étre bénéfique dans la prévention de la colite, notamment par le maintien de

I’intégrité de la barriere intestinale.

4.3. Cancer colorectal

Nous avons vu précédemment que I’IL-18 est capable de moduler la réponse
immunitaire, d’augmenter la cytotoxicité cellulaire et de promouvoir les processus
inflammatoires. Cela suggere qu’elle pourrait jouer un réle important dans I’immunité anti-
tumorale. Cet effet anti-tumoral a notamment été décrit dans de nombreux modéles animaux

de mélanome, lymphome, sarcome ou carcinome (180-184).

Le cancer colorectal est une complication courante et majeure des MICI (185). Le
traitement par DSS + Azoxymethane (AOM) chez la souris ou le rat est un modéle bien
caractérisé pour cette pathologie. Les souris 1118/, Myd88'/", I118ra’" ou NIrp3/  soumises a
ce traitement sont hautement susceptibles de développer un cancer colorectal (186,187).
L’administration exogéne d’IL-18 prévient ce phénoméne (187). Au contraire, les souris
111r1/ développent un nombre identique de tumeurs que leurs WT, soulignant le r6le unique

de I’IL-18 dans ce processus (187).

A la différence du mécanisme observé dans les MICI, dans lesquelles le role bénéfique
de I’IL-18 serait lié aux cellules épithéliales, les expériences utilisant des chimeéres ont
démontré que seul le compartiment hématologique est nécessaire a la protection contre le
cancer colorectal (188). Cet effet a également été observé dans d’autres modéles animaux
consistant en I’injection de cellules tumorales. Dans ces modeéles, I’administration d’IL-18
permet d’augmenter le rejet des cellules tumorales par les cellules immunitaires
(182,183,189). L’IL-18 permettrait, dans ce contexte, une cytotoxicité dépendante de FasL,
une libération d’IFNy ainsi qu’une inhibition de I’angiogenése (163,190,191). Les cellules
effectrices impliquées dans cet effet bénéfique de I’IL-18 sur I’'immunité anti-tumorale semble
étre les cellules NK et les lymphocytes T CD4" et CD8" (163,192,193). Cependant,

I’implication des autres cellules n’a pas été étudiée.
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II1. Immunité anti-tumorale et éosinophiles

1. Généralités

La découverte de I’immunité anti-tumorale prend naissance au XIX¢éme siecle, lorsque
William B. Coley, constate une corrélation entre la régression de sarcomes osseux et la
survenue de surinfection post-opératoire. Cette constatation a été a 1’origine de 1’hypothése
selon laquelle un dysfonctionnement du systéme immunitaire pouvait accompagner le
processus de cancérisation. On doit a Paul Ehrlich, qui a également découvert les
¢osinophiles, d’étre ’'un des premiers a émettre la théorie d’immunosurveillance, théorie
reprise par Burnet et Thomas, a partir des années 70, alors définie en ces termes :
« surveillance permanente de 1’organisme par le systtme immunitaire pour reconnaitre et
détruire toutes les cellules anormales ». Actuellement, le concept de ‘cancer immunoediting’
(ou théorie des 3E) a prolongé cette hypothese (Fig. 13) (194). Il caractérise 1’interaction entre
cellules tumorales et cellules immunitaires en trois phases:

- Phase d’élimination continue des cellules cancéreuses au fur et & mesure de leur
apparition par le systtme immunitaire.

- Phase d’équilibre pendant laquelle les cellules cancéreuses ne sont plus éradiquées mais
sous controle.

- Phase d’échappement des cellules cancéreuses au contréle immunologique. Cette phase

est la seule a étre cliniquement visible.

Immuno

Elimination surveillance

Cancer Cell | mmune system

Figure 13 : Concept d’immunoediting.
Figure tirée de Dunn GP, Bruce AT, lkeda H, Old LJ, Schreiber RD. Cancer immunoediting: from
immunosurveillance to tumor escape. Nat Immunol, 2002.
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1.1. Arguments épidémiologiques, cliniques et expérimentaux

Les arguments en faveur d’un role du systéme immunitaire dans la surveillance et le
contrle de la prolifération des tumeurs sont nombreux. Tout d’abord, les cancers sont plus
fréguents chez les personnes agées, le trés jeune enfant ou le sujet immunodéprimé. C’est en
particulier le cas pour les tumeurs associées a des virus, observées chez des patients traités par
des immunosuppresseurs. De nombreuses études ont établi une corrélation positive entre le
statut immunodéprimé du patient et I’augmentation du risque de developper un cancer (195).
De méme, beaucoup de données ont été apportées grace a I’utilisation de souris
immunodéficientes plus susceptibles de développer des tumeurs (induites chimiguement ou
spontanées) (194). On peut également souligner la découverte, au cours d’autopsies, de
tumeurs cliniqguement silencieuses, ou encore I’observation de régressions spontanées de
tumeurs, confirmée par des données anatomo-pathologiques (196). Un autre argument est le
fait que, lors d’une allogreffe de moelle osseuse, le risque de rechute est plus faible si le
greffon n’est pas déplété en lymphocyte T.

1.2. Effecteurs immunologigues

Une cellule tumorale présente une croissance infinie, un arrét de différenciation, une perte
d’inhibition de contact et I’acquisition d’un phénotype invasif. Le développement d’un cancer
dépend bien sOr de ces propriétés mais également du microenvironnement tumoral qui est
caractérise par des facteurs libérés par la tumeur mais aussi par les autres cellules proches,
dont les leucocytes (Fig. 12). L’infiltration de ces cellules peut étre associee a un pronostic

favorable ou défavorable.

1.2.1 Cellules de I’'immunité adaptative

A la différence de I'immunité innée, I'immunité adaptative nécessite une phase
d’apprentissage et est specifique d’un antigene. La découverte des antigénes des tumeurs a
constitué une étape essentielle dans I’immunologie anti-tumorale (197). Ces antigénes,

specifiques ou non des tumeurs sont reconnus par les lymphocytes B et T.
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a. Les lymphocytes T

L’infiltration de ces lymphocytes est généralement corrélée a un bon pronostic (198).
Ces cellules, et notamment les lymphocytes T CD8", sont certainement les cellules les plus
étudiées dans ce contexte. Les lymphocytes T sont différenciés en lymphocytes CD8"
cytotoxiques et CD4" aprés interaction avec les cellules présentatrices d’antigéne. Les
lymphocytes CD8" sont capables de détruire directement la cellule cible tumorale, si celle-ci
exprime les molécules du CMH de classe I, par la libération de nombreux médiateurs (par
exemple, les perforines et les granzymes). Quant aux lymphocytes CD4", ils exercent leur
fonction anti-tumorale grace au relargage de cytokines: la plupart des études se sont
focalisées sur les lymphocytes de type Thl car libérant des molécules anti-tumorales connues
telles que I’IFNy, le TNF ou I’IL-2, cependant, d’autres données montrent qu’une réponse

Th2 pourrait aussi jouer un role dans I’immunité anti-tumorale (199,200).

b. Les lymphocytes B et anticorps

Le rdle de la réponse humorale contre les tumeurs n’est pas encore clairement établi.
L’interaction, au niveau des ganglions lymphatiques, entre des cellules présentatrices
d’antigéne (présentant des antigénes tumoraux) et des lymphocytes B aboutissent a la
prolifération et a I’expansion clonale de ces derniers en plasmocytes qui vont secréter des
immunoglobulines (201). Une fois ces anticorps fixés sur les cellules tumorales, ils peuvent

activer les autres types cellulaires par un mécanisme de cytotoxicité dépendant des anticorps.
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Figure 14 : Leucocytes impliqués dans ’immunité anti-tumorale
Figure tirée de Darcy PK, Neeson P, Yong CS, Kershaw MH. Manipulating immune cells for adoptive
immunotherapy of cancer. Curr Opin Immunol. 2014

40



1.2.2 Cellules de I’'immunité innée

a. Les cellules Natural Killer (NK)

Comme les lymphocytes, une accumulation de cellules NK au sein des tumeurs est
associee a un pronostic favorable (202). Les cellules NK sont complémentaires des
lymphocytes T cytotoxiques puisqu’elles sont activées par des mécanismes a I’exact oppose
I’un de I’autre. En effet, alors que I’activité des lymphocytes nécessite la présence du CMH-I
a la surface des cellules tumorales, c’est son absence qui prive la cellule NK de signaux
inhibiteurs, entrainant la libération des médiateurs cytotoxiques, de FasL et ainsi la

destruction de la cellule cible (203).

b. Les macrophages

Les macrophages infiltrant la tumeur sont une des populations leucocytaires les plus
nombreuses. Leur fonction pro- ou anti-tumorale n’est pas encore complétement comprise. En
effet, il existe deux sous-type de macrophages, les M1 (dits classiques) et les M2 (dits
alternativement activés), qui différent en termes d’expression de récepteurs, de fonctions
effectrices et de libération de médiateurs (204). Selon leur polarisation, ils pourraient agir a
I’opposé sur la cancérogénese, et sur la progression tumorale (viabilité cellulaire,
angiogéneése, fibrose et développement de métastases), cette polarisation étant médiée par le

microenvironnement tumoral (205).
c. Autres cellules

Evidemment de nombreux autres types cellulaires sont impliqués dans I’immunité anti-
tumorale avec des effets différents selon le contexte clinique. Les lymphocytes T NK (NKT)
et les lymphocytes 0, considérés comme des lymphocytes non conventionnels, jouent un role
important. Les premiers se caractérisent par I’expression des récepteurs de surface des cellules
NK et par un répertoire restreint a la reconnaissance de lipides et glycolipides présentés par le
CD1d (molécule apparentéee au CMH-I). lls agissent par la libération d’IFNy et d’IL-4 ainsi
que par la production de médiateurs cytotoxiques (perforines, granzymes) (206). Les seconds
reconnaissent les phosphoantigenes exprimés par les cellules tumorales et sont capables de
lyse cellulaire par I’expression de récepteurs tel que le NKG2D et par 1’expression d’IFNy et

de TNF (206).
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Les polynucléaires neutrophiles, quant a eux, pourraient jouer un réle direct dans la
mort de cellules cancéreuses en utilisant des mécanismes tels que la liaison Fas/Fas-Ligand ou
la libération de ROS (206). En ce qui concerne les mastocytes, leur réle est plus controversé.
Bien que leur infiltration soit de bon pronostic dans quelques types de tumeurs, cancer du sein
hormono-dépendant ou de la prostate, ils sont plus généralement associés a un pronostic
défavorable en terme de survie et de récidive (207). Leur action bénéfique pourrait s’exercer

par un mécanisme d’ADCC via la reconnaissance d’IgE fixées sur les cellules tumorales.

2. Implication des eosinophiles dans I’immunité anti-tumorale

Cette partie a fait I’objet d’une publication en 2012 dans Cancer Immunology
Immunotherapy (Annexe I). 1l est a noter que cet article s’intégrait, avec d’autres, dans un
numéro spécial, qui avait pour thématique le concept d’Allergo-Oncologie, concept plus
détaillé dans le paragraphe 111.2.4. (p.52).

2.1. Conséguences anatomo-pathologies des TATES

2.1.1 Définition

Les polynucléaires éosinophiles sont observes au niveau des infiltrats péri-tumoraux de
nombreux types de cancers, que ce soit des cancers hématologiques ou solides (208). Cette
infiltration est appelée TATE pour “Tumor-Associated Tissue Eosinophilia”, terme utilisé
pour la premiere fois en 1981 (209). Il est intéressant de noter que ces eosinophiles sont
observés, selon le type de cancer ou selon le stade de la pathologie au niveau de la tumeur
et/ou du stroma peri-tumoral ou encore au niveau de la zone transitionnelle (Figure 15). Bien
que la relation entre cette éosinophilie tissulaire et le devenir clinique des patients ne soit pas
encore réellement comprise, plusieurs études se sont intéressées a décrire la valeur
pronostique de cette TATE, dans le but de démontrer, au moins indirectement, le réle
potentiel pro- ou anti-tumoral des éosinophiles. En effet, une augmentation du nombre des
éosinophiles, tissulaires ou sanguins peut étre associée a une valeur pronostique soit favorable
soit défavorable. Plusieurs raisons, qu’elles soient « naturelles » (facteurs de pronostique
dépendants de la pathologie) ou expérimentales (choix de la méthode d’analyse), peuvent

expliquer cette dichotomie :
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I)Le potentiel pro- ou anti-tumoral des éosinophiles semble dépendre du type tumoral
ainsi que du stade de développement de la tumeur.

2)La méthode de comptage de ces cellules n’est pas standardisée et peut donc varier d’une
¢tude a I’autre. Classiquement, les TATEs sont subdivisées en trois groupes : faibles,
moyennes ou fortes selon le nombre d’éosinophiles comptés a fort grossissement
(x400). Les critéres de Lowe considerent les limites a <10, entre 10 et 100, et >100
nombres d’éosinophiles par sections HPF (High Power Field) comptés dans au moins
dix champs (210). Une autre méthode consiste a déterminer la force d’infiltration,
c’est la méthode de densité (211,212) : toutes les biopsies sont étudiées dans leur
globalité¢ (tumeur et stroma). Le nombre total d’éosinophiles est ensuite divisé par
I’aire totale de ’échantillon, donnant un nombre d’éosinophiles / mm?’.

3)Le manque du pouvoir statistique de ces données par les faibles effectifs étudiés dans

certaines études.

Figure 15: Représentation histologique des TATEs.

Aprés coloration a I’hématoxyline et €osine, la présence d’éosinophile est évaluée dans un carcinome utérin (A
et B) et dans des carcinomes coliques (C-F). B, D, F sont des vues a plus fort grossissement de, respectivement
A, C et E. Selon la tumeur, les éosinophiles sont retrouvés au niveau de la tumeur et du stroma tumoral (A-B), au
niveau du stroma (C-D) ou au niveau de la zone marginale (E-F).

Figure adaptée de Lowe D, Jorizzo J, Hutt MS. Tumour-associated eosinophilia : a review. J Clin Pathol. 1981 et
de Moezzi J, Gopalswamy N, Haas RJ, Market RJ, Suryaprasad S, Bhutani MS. Stromal eosinophilia in colonic
epithelial neoplasms. 2000
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Dans cette partie, nous nous attacherons a tenter de décrire ces différentes études
épidémiologiques s’intéressant a la valeur pronostique de la présence d’une TATE.

2.1.2 Valeur pronostique favorable

a. Tumeurs du tube digestif

Le type de cancer pour lequel la valeur pronostique d’une éosinophilie tissulaire a été le
plus étudiee est le cancer du cblon. En effet, des 1983, Pretlow et al. ont étudié I’influence
d’une infiltration d’éosinophiles sur le pronostic et le développement de métastases chez des
patients atteints de carcinome de célon (213). Dans cette étude, les sujets qui présentent une
forte infiltration d’éosinophiles ont une diminution significative de I’incidence de métastases
(23.5% vs 62.0%). Par conséquent, ces patients ont également un meilleur pronostic. En ce
qui concerne les groupes sans metastase, dix-huit mois apres résection tumorale, tous les
patients ayant un nombre élevé d’éosinophiles au niveau du stroma tumoral, survivent contre
seulement 73.7% des patients de I’autre groupe (213). Ces résultats, bien qu’intéressants,
étaient preliminaires, en raison du petit nombre de sujets (n=24) et a la courte période de

suivi. Neanmoins, ces données ont éte, par la suite, confirmées par d’autres études.

Dans une étude incluant 126 sujets, apres une période de suivi de cing années, les
patients ayant un nombre élevé d’éosinophiles au sein de la tumeur, ont un meilleur pronostic
que ceux ayant un taux plus faible (214). De plus, cette influence bénéfique est indépendante
des autres facteurs classiques de pronostic, comme le stade tumoral selon la classification de
Duke, I’a4ge des patients, le grade histologique, la vascularisation et I’invasion vasculaire.
Cette valeur pronostique favorable d’une TATE indépendante du stade de Duke a également
été faite par Nielsen et al. sur une cohorte de 584 patients avec la méme période de suivi
(215). Dans cette étude, les auteurs ont stratifié I’infiltration en quatre grades (<30 ; 30-54 ;
55-90 ; >90). Il apparait que le taux de survie augmente significativement avec la quantite

d’éosinophiles au sein de la tumeur.

Il est a noter qu’une étude multicentrique, portant sur plus de 10 000 sujets, s’est
également intéressee a la relation entre le nombre d’éosinophiles circulants et I’incidence du
cancer du célon. Les auteurs ont montré une corrélation inverse entre le taux d’éosinophiles et

I’apparition de ce cancer (216).
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La valeur pronostique de la présence d’une TATE a également été étudiée pour les
tumeurs des autres éléments du tube digestif. Dans le cas du carcinome de I’cesophage sans
invasion vasculaire, métastase ganglionnaire ou récurrence clinique, un nombre plus
important d’éosinophiles associés a la tumeur sont retrouvés (217), suggérant une possible
corrélation entre la TATE et un comportement moins agressif de la tumeur. Au niveau
gastrique, dans une étude statistique multivariée, un taux élevé d’éosinophiles est associé a
une reduction du risque de déces de plus de 50% (218). Enfin, un nombre élevé
d’éosinophiles est significativement associé a un taux de survie plus important et a une

diminution de I’apparition de métastases chez les patients souffrant d’un cancer rectal (219).

b. Autres tumeurs

Les mémes conclusions ont également été proposées dans le cas de carcinomes oraux
de cellules squameuses. En effet, parmi 125 patients atteints de ce cancer, la présence d’une
TATE importante est associée a un pronostic favorable et le réle de ces éosinophiles
tissulaires est indépendant des autres facteurs pronostiques comme I’age, le sexe, la
consommation d’alcool ou de tabac, le site tumoral, le stade clinique et I’embolisation

vasculaire (211).

Dans le carcinome du nasopharynx, le taux de survie est meilleur lorsque I’infiltration
tissulaire des éosinophiles est importante, bien que cette différence ne soit pas statistiguement
significative (220). Cependant, cette différence devient significative dans le sous-groupe de
patients de mauvais pronostic, défini par I’expression de “I’Epidermal Growth Factor

Receptor” (EGFR) sur les cellules tumorales (220).

En ce qui concerne le cancer du pénis, la présence d’une TATE n’a pas d’influence sur
la survie des patients ayant un cancer de stade | et Il (classification TNM). Cependant, pour
les stades avances de la pathologie (Il et 1V), la survie tend a étre meilleure chez le groupe
présentant des éosinophiles au niveau du stroma que les patients n’en ayant pas (60% vs 0% a
5 ans) (221). Une augmentation des éosinophiles tissulaires a également été associée a un bon
pronostic dans le carcinome du pharynx, I’adénocarcinome pulmonaire ou encore le cancer de
la vessie (201).

Enfin, bien que des infiltrats éosinophiliques aient été détectés au niveau des tissus
d’une grande majorité de tumeurs, aucun n’a pu étre observé dans le cancer de la prostate.
Cependant, des cristalloides d’éosinophiles ont été détectés au niveau des tissus de la prostate,

et cette présence est inversement corrélée avec le score histologique de Gleason (222).
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2.1.3 Valeur pronostigue défavorable

Toutes les données précédentes montrent que les TATEs sont plutdt associées a une
réponse anti-tumorale bénéfique, particulierement dans le cas des tumeurs solides. A l'inverse,
la présence d’une TATE apparait &tre associée a un pronostic défavorable dans la maladie de
Hodgkin. Bien que plusieurs études aient rapporté la relation entre la présence d’une TATE et
le pronostic de la maladie de Hodgkin, I’approche la plus compléte a été publiée par von
Wasielewski et al. et porte sur 1511 biopsies de lymphome de Hodgkin (223). L’éosinophilie
tissulaire, observée dans 38% des cas, differe selon le type histologique de ce lymphome: 0%
pour la forme a prédominance lymphocytaire, 40% a 55% dans la forme scléro-nodulaire,
43% pour la forme a cellularité mixte, et 54% pour la forme sans lymphocyte. Dans cette
étude, une analyse multivariée montre que la présence d’une TATE est le facteur de
pronostique défavorable le plus important pour la survie dans la forme scléro-nodulaire du
lymphome de Hodgkin. Au contraire, aucun effet significatif lié a I’éosinophilie sur la survie

n’a été démontrée dans le type cellulaire mixte (223).

Cette pathologie est considérée comme un type particulier d’un lymphome B caractérisé
par la prolifération de cellules de Reed-Sternberg au sein d’un tissu lymphoide d’architecture
réactionnelle particuliére. Le phénotype de ces cellules est caractérisé par I’expression du
CD30 a leur membrane. L’interaction entre le CD30-ligand, sécrété notamment par les
éosinophiles, et le CD30, préesent sur les cellules de Reed-Sternberg, est connue pour induire
des signaux anti-apoptotique et de prolifération (224). Cependant, cela n’explique pas la
différence de la signification clinique entre I’éosinophilie et les catégories histologiques. Bien
gu’un polymorphisme allélique de I’ECP ait été associé au sous-type de sclérose nodulaire
(225,226), les mécanismes reliant un effet négatif de la présence d’une TATE dans le sous-

type scléro-nodulaire de la maladie de Hodgkin ne sont pas encore élucides.

2.2. Recrutement des éosinophiles aux sites tumoraux

Les mécanismes qui contrblent le recrutement des éosinophiles jusqu’aux sites
tumoraux ne sont pas encore clairement établis. Comme nous avons pu le voir précédemment,
ces cellules expriment de nombreux récepteurs aux chimiokines a leur surface (cf. § 1.3.3 p.6),

plusieurs médiateurs chimiotactiques pourraient donc étre impliqués dans cette migration.
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2.2.1 Role des chimiokines

Tout d’abord, certaines cellules tumorales ont été identifiées comme étant une source
importante d’IL-5 et/ou d’IL-3, facteurs qui agissent sur la différenciation médullaire et la
migration des eosinophiles. C’est notamment le cas des cancers de la glande thyroide (227),
du foie (228) et de la vessie (229).

Une autre chimiokine, sélective des éosinophiles, pourrait également participer a leur
recrutement : I’éotaxine (CCL11). Chez I’Homme, une des premiéres études a démontrer une
corrélation entre le recrutement des éosinophiles et I’expression tissulaire d’éotaxine a éte
faite dans la maladie de Hodgkin (230). Au contraire, aucune corrélation significative n’a pu
étre établie entre la présence de TATE et les taux d’IP-10 (CXCL10), de RANTES ou de
MIP-1a. Les cellules tumorales ne sont pas la seule source d’éotaxine. En effet, dans le
carcinome des cellules squameuses de la cavité orale, la principale source d’éotaxine sont les
éosinophiles eux-mémes (231), montrant une voie autocrine et/ou paracrine pour une
accumulation locale de ces cellules. Il pourrait étre également envisageable que cette
chimiokine contribue plus a la maintenance de I’éosinophile tissulaire dans ces pathologies

que dans I’initiation de cette migration.

Thielen et al. ont étudié I’interaction entre les différentes chimiokines et la TATE dans
50 cas de lymphomes T périphériques (232). Ils ont démontré une corrélation significative
entre la présence d’éosinophiles intra-tumoraux et I’expression d’IL-5 et de TARC (CCL17),
mais pas entre la TATE et RANTES et I’éotaxine. Ainsi, la libération de chimioattractants

pour les eosinophiles pourrait étre spécifique au type tumoral.

2.2.2 Ro6le des DAMPs ou alarmines

Les recherches sur la localisation des éosinophiles au sein méme des tumeurs pourraient
également aider a comprendre leur recrutement. Ces cellules peuvent prendre part a
I’immunité innée dans les réponses anti-tumorales, notamment en reconnaissant les DAMPs
(cristaux d’acide urique, ATP...), qui sont typiquement libérés aprés la nécrose tumorale. Les
cellules cancéreuses en apoptose induisent également la migration des éosinophiles in vitro et
in vivo (27,233). Cormier et al. ont demontré que I’infiltration des tumeurs par les
éosinophiles est un phénoméne précoce, persistant et spatialement restreint (233). Apres
injection sous-cutanée de cellules de mélanome a des souris, une éosinophilie apparait au

niveau des régions nécrotiques et de la capsule (zone fibreuse acellulaire) comparée aux zones
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des cellules tumorales viables. L’évaluation quantitative du recrutement des éosinophiles a
montré que cette infiltration tissulaire est médiée par des facteurs (tels que les DAMPS)
libérés directement par les tissus nécrotiques tumoraux (234). Toutes ces données suggerent
que les DAMPs ou alarmines contribuent a I’immunité anti-tumorale notamment par le
recrutement et I’activation des polynucléaires éosinophiles au sein des tumeurs. Une de ces
molécules est la HMGB1 (High Mobility Group Box 1). L’HMGBL est une alarmine car
libérée seulement par les cellules nécrotiques et pas par les cellules en apoptose (235). Lofti et
al. ont mis en évidence que les éosinophiles expriment le RAGE (Receptor for Advances
Glycation End products), un des premiers récepteurs définis pour la HMGBL. Cette alarmine
est chimioattractante et induit leur dégranulation (236). L’1L-33 (une autre alarmine) pourrait
également agir dans ce contexte. En effet, le taux d’IL-33 sérique est augmenté dans le cancer
de I’estomac (237), et cette cytokine est connue pour recruter les éosinophiles in vivo (238).
Récemment, une équipe a mis en évidence I’effet de cette alarmine dans la défense contre le
cancer du c6lon, avec un rdle prépondérant des lymphocytes innés ILC2 et des éosinophiles
(239).

Considérées dans leur ensemble, toutes ces études montrent que les facteurs
chimioattractants, influencant la migration des éosinophiles dans le cadre du développement

tumoral, apparaissent dépendre du type de cancer ainsi que du stade de la pathologie.

2.3. Propriétés tumoricides des éosinophiles

Bien que les TATES soient souvent associées a une valeur pronostique favorable, le réle
exact des éosinophiles dans la réponse anti-tumorale est encore tres mal connu. Les
éosinophiles sont des leucocytes multifonctionnels capables de cytotoxicité et impliqués dans
les processus inflammatoires, le remodelage tissulaire et la modulation des immunités innée et
adaptative. Le fait qu’ils soient retrouvés activés (car dégranulés) directement en contact avec
les cellules cancereuses (240), suggere que leur potentiel de cytotoxicité pourrait engendrer
une réduction de la croissance tumorale. Les approches d’immunotherapie, les études in vivo
et in vitro suggérent que les éosinophiles puissent étre impliqués dans I’immunité anti-

tumorale.
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2.3.1 L’immunothérapie

L’eosinophilie est fréquemment observée durant les protocoles d’immunothérapie,
particulierement ceux utilisant I’IL-2 (241,242) et I’'IL-4 (243,244). Cependant, I’impact de

cette infiltration sur I’efficacité thérapeutique reste peu clair.

a. L’interleukine-2

L’immunothérapie par I’IL-2 est utilisée pour traiter certains types de cancers, comme
les mélanomes et les carcinomes rénaux. L’efficacité thérapeutique de I’administration
systémique d’IL-2 est associee a la présence d’éosinophiles dégranulés au sein de la tumeur,
suggérant que ceux-ci pourraient étre des cellules effectrices de cette réponse (241,242).
Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer cette association. Tout d’abord, les
éosinophiles peuvent induire directement la lyse tumorale par des mécanismes liés a
I’immunité innée. Cela a été mis en évidence par Huland et al. qui ont montré que les
éosinophiles libérent le contenu de leurs granules sur les cellules de cancer de la vessie apres
traitement par I’IL-2. L’activation de ces éosinophiles pourrait également avoir lieu par un
mécanisme dépendant des anticorps (245), tout comme par leur capacité a moduler le
microenvironnement tumoral gréce a leurs propriétés immuno-régulatrices. Cependant,
malgré leurs propriétés anti-tumorales, la valeur pronostique d’une éosinophilie tissulaire

observée chez les patients traités par de I’IL-2 n’a pas encore été suffisamment étudiée.

b. L’interleukine-4

Concernant I’immunothérapie par I’IL-4, les études faites sur les modeles murins ont
suggéré un lien entre les éosinophiles et la réponse thérapeutique anti-tumorale (244). Les
phases 1 d’essais cliniques ont démontré que I’administration d’IL-4 aux patients atteints de
cancers solides induit la dégranulation des éosinophiles de fagon dose-dépendante, basee sur

des taux augmentés de MBP dans le sérum et les urines (243).

c. L’interleukine-25

Plus récemment, il a été démontré que I’IL-25 (ou IL-17E) a aussi une activité anti-
tumorale in vivo. En effet, I’administration d’I1L-25 a montré une efficacité dans des modeles
de xénogreffes de cancers humains, tels que le mélanome, le cancer du poumon, sein et colon
(246). Ces résultats démontrent que le traitement par I’IL-25 entraine une éosinophilie,

laquelle est corrélée a I’inhibition de la croissance tumorale (246). Cependant, le lien entre
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I’efficacité thérapeutique et I’éosinophilie est principalement basé sur des analyses de
corrélation, et aucune conclusion n’a pu étre donnée sur les mécanismes d’action de ces

éosinophiles dans la modulation de la croissance tumorale.

2.3.2 Données in vivo

Quelques études, menées chez I’animal, suggerent un lien entre I’éradication des
tumeurs et le recrutement d’éosinophiles. En 1992, Tepper et al. montrent que des cellules
tumorales murines, modifiées pour produire de I’IL-4 par transfection, ont une tumorigénicite
réduite ou absente lorsqu’elles sont réintroduites chez I’animal (244). L’injection de ces
cellules induit un infiltrat tumoral composé principalement d’éosinophiles et de macrophages.
Le réle de I’IL-4 dans la cytotoxicité anti-tumorale a clairement été mis en évidence dans ce
modeéle (244).

Plus tard, dans un modele de mélanome murin résistant aux lymphocytes T
cytotoxiques, la disparition des métastases pulmonaires par les lymphocytes Th2 est sous le
controle de I’éotaxine et du facteur de transcription STAT6 (Signal Transducer and Activator
of Transcription 6). L’éradication de ces metastases est associée a un influx d’éosinophiles
dégranulés au sein de la tumeur (199). Bien que I’incubation d’éosinophiles avec une lignée
celllulaire de mélanome, les B16, n’entraine pas de lyse de ces cellules, la cytotoxicité des
lysats d’éosinophiles a été démontrée. De plus, un marquage immunohistochimique sur des
sections de métastases pulmonaires ont montré la présence de MBP (199). Il apparait donc
que le microenvironnement tumoral peut fournir des signaux de dégranulation aux
éosinophiles et de destruction tumorale. Néanmoins, une des limites de ces modeéles est
I’utilisation de cellules cancéreuses exprimant des cytokines ou de I’ovalbumine pour faciliter

le développement d’une réponse Th2.

En utilisant un modéle différent avec des cellules tumorales non modifiées dans des
souris de type sauvage, Cormier et al. ont étudié la fonction des éosinophiles dans un cadre
plus physiologique. 1ls montrent que I’infiltration de ces cellules est une réponse précoce et
persistante (233).

Dans une autre étude, Simson et al. ont étudié le r6le des éosinophiles dans la
surveillance tumorale dans plusieurs modeles murins de fibrosarcome génetiquement
modifiés. Quand ils utilisent des souris transgéniques pour I’IL-5, qui ont des taux élevés
d’éosinophiles, une diminution significative de I’incidence et de la croissance tumorale a été

démontrée. Ce resultat est corrélé au taux d’éosinophiles au sein de la tumeur et au niveau du
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tissu connectif I’entourant (247). Au contraire, une augmentation de I’incidence tumorale et
un influx réduit d’éosinophiles a été observé chez des modeles murins avec des taux faibles
d’éosinophiles (Ccl117/") ou déficients en éosinophiles (115/Ccl11/ et AdbIGATA) (247).

Tres réecemment, L’IL-33 vient d’étre présentée comme un nouvel acteur dans
I’immunité anti-tumorale, notamment dans le cancer du célon. Les acteurs principaux acteurs
cellulaires impliqués dans cette réponse sont les éosinophiles et les ILC2 (239). En effet, les
effets protecteurs de I’IL-33 sont corrélés au recrutement des éosinophiles au sein de la

tumeur et le blocage de leur recrutement abolit son activité anti-tumorale (239).

2.3.3 Données in vitro

Si des expériences in vivo suggérent un role des éosinophiles dans I’immunité anti-
tumorale, les mécanismes impliqués restent mal compris. De méme, ces études restent peu
relevantes du fait de la grande disparité morphologique, phénotypique et activatrice entre les
éosinophiles murins et humains (248,249). Ainsi, les études effectuées in vitro, sur des
prélevements humains, permettent a la fois de confirmer le réle cytotoxique anti-tumoral des
éosinophiles mais également d’apporter des éléments de réponse quant aux mécanismes

impliqués.

a. Mise en évidence de nouveaux récepteurs

La démonstration récente que les éosinophiles expriment des récepteurs et des
médiateurs partages avec les lymphocytes T cytotoxiques, connus pour étre impliqués dans
les réponses anti-tumorales, apporte des arguments supplémentaires en faveur du role
tumoricide des éosinophiles. Munitz et al. ont mis en évidence que les éosinophiles expriment
un récepteur 2B4 fonctionnel, faisant partie de la super-famille des immunoglobulines, sous-
famille du CD2 et qui est également exprimé par les cellules T. L’activation des éosinophiles
via le 2B4 entraine une cytotoxicité vis-a-vis de deux lignées cellulaires tumorales (cellules
de mastocytome murin P815 et des lignées cellulaires infectées par I’EBV (Epstein-Barr
Virus), 721.221 B) (208). Plus récemment, des etudes faites dans notre laboratoire, mettent en
évidence I’expression d’un autre récepteur, communs avec les lymphocytes T, le complexe
CD3/TCRyd (36). Les lymphocytes v sont des acteurs centraux dans la défense contre le
cancer, et leurs ligands, les phosphoantigénes, sont exprimés par de nombreuses cellules

tumorales. L’activation des éosinophiles via ce récepteur entraine la production d’especes
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réactives a I’oxygene (ROS) et la libération des protéines granulaires cytotoxiques,

confirmant la fonctionnalité de ce récepteur.

b. Activité cytotoxique des éosinophiles

La premiere étude montrant une action cytotoxique direct des éosinophiles humains

vis-a-vis de cellules tumorales a été effectué au sein de notre laboratoire (250).

Un contact entre ces deux types cellulaires est essentiel pour induire la cytotoxicité,
démontré par le réle des molécules d’adhérence CD11a/CD18 (LFA-1) dans ce processus
cytolytique (250) et par les études de microscopie éelectronique (240). Ces études suggerent
I’existence d’un dialogue entre les éosinophiles et les cellules tumorales viables (36). Les
médiateurs impliqués dans I’immunité anti-tumorale sont nombreux et inclus notamment
I’ECP, ’EDN, le TNF (Tumor Necrosis Factor) et le granzyme A, produits par les
éosinophiles. Ce dernier, qui est classiqguement associé aux lymphocytes T cytotoxiques, a éte
récemment identifié dans les éosinophiles et agit en synergie avec la protéine cationique, ECP
(250). Ces résultats in vitro suggerent que, via leurs récepteurs et médiateurs impliqués dans

la cytotoxicite tumorale, les éosinophiles participent aux réponses anti-tumorales.

2.4. Le concept d’Allergo-Oncologie

Le concept « d’Allergo-Oncologie », a la naissance duquel notre laboratoire a éte
directement associé (251), est basé sur la notion de relation positive entre allergies et cancers.
Cette relation a été initialement démontrée par des études épidémiologiques ainsi que par la
capacité des IgE a détruire les cellules cancéreuses apres reconnaissance des antigénes
tumoraux par un mécanisme d’ADCC. Notre laboratoire a démontré que les éosinophiles
présentant a leur surface le FceRI sont donc capables de fixer des IgE (65). De plus, il est
connu que les éosinophiles issus de patients allergiques présentent plus d’IgE de surface (60),
ce qui pourrait permettre d’expliquer en partie le potentiel cytotoxique anti-tumoral plus

important.

2.4.1 Relation allergie et cancers

Le débat s’intéressant a la relation entre I’allergie et le cancer n’est pas nouveau et reste
valide. Deux hypothéses générales peuvent étre considérées. La premiere est que
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I’inflammation allergique augmente I’immunosurveillance tumorale, la rendant plus efficace.
La seconde est qu’elle altére le fonctionnement du systeme immunitaire, promouvant le

développement tumoral.

Tout d’abord, les études épidémiologiques ont cherché a démontrer une association
entre un contexte d’allergie médiée par les IgE et les cancers. Ces études ont été résumées
dans des revues récentes (252,253). Bien que les résultats ne soient pas parfaitement clairs, il
y a plusieurs preuves qui suggérent I’existence d’une relation inverse. Pour I’instant, les
expérience faites chez les souris transgéniques pour I’IL-5 démontrent que la TATE est
associée a une suppression des tumeurs, et pas a une augmentation de la vascularité et de la
progression tumorale (247). Ces résultats suggérent que les éosinophiles peuvent exercer leurs
fonctions anti-tumorales dans un environnement riche en IL-5, comme c’est le cas dans les
allergies. De plus, les études effectuees au sein du laboratoire montrent que les eosinophiles
purifiés a partir des donneurs allergiques induisent une apoptose des cellules cancéreuses
significativement plus importante que les éosinophiles issus de donneurs non-allergiques

(250), suggérant un état de pré-activation des éosinophiles chez les sujets allergiques.

2.4.2 Polymorphisme de I’ECP

En plus des processus impliquant les IgE ou I’IL-5, il doit étre noté I’existence d’un
polymorphisme génétique dans le gene de I’ECP, conduisant a la production de I’'ECPArg97.
La présence de cette ECP mutée est associée a I’apparition de symptémes allergiques (52) et
la maladie de Hodgkin de type sclérose nodulaire (225). Ces corrélations entre les symptémes
allergiques et la fibrose dans le lymphome sont en faveur d’une altération biologique de la
fonction de I’ECP en fonction du génotype.

2.4.3 Utilisation des IgE dans I'immunothérapie des cancers

L’hétérogénéite de cytotoxicité des éosinophiles observée chez les sujets allergiques et
non allergiques pourrait également suggérer que la réponse au développement tumoral est
plus efficace chez les sujets allergiques, avec un potentiel role de « senseur » des IgE (251).
Comme écrit précédemment, les éosinophiles expriment aussi bien les récepteurs pour les IgE
de faible et de forte affinité (FceRI) (cf. § 1.4.2. pll) et des IgE de surface ont pu étre
détectées sur les éosinophiles des donneurs allergiques (60). Ainsi, un mécanisme de toxicité
cellulaire dépendant des anticorps via les IgE pourrait également étre impliqué, comme cela
se passe Vis-a-vis des cibles parasitaires (65).
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L’utilisation d’anticorps monoclonaux dans le traitement de cancers est de plus en plus
fréguente. Actuellement, seuls les anticorps de la classe des IgG (en général des IgG1) sont
utilisés. Cependant, les anticorps de la classe des IgE présentent plusieurs avantages. Tout
d’abord I’affinité des IgE pour son récepteur de forte affinité, FceRI, est de ’ordre de 10% &
10° fois plus importante que celle des IgG pour leurs récepteurs et leur demi-vie dans les
tissus est d’environ deux semaines, contre deux a trois jours pour les IgG. En plus des
éosinophiles, les monocytes/macrophages, les mastocytes et les cellules dendritiques
expriment également le FceRI. Il est intéressant de noter que les cellules effectrices des IgE
sont des cellules a tropisme tissulaire, présentes en quantité importante au sein des tumeurs.
Il faut également noter que, contrairement aux IgG, les IgE n’ont pas de récepteur inhibiteur

et surtout qu’ils induisent des fonctions effectrices d’ADCC tres puissantes.

La longue dissociation entre les IgE et le FceRI ainsi que leur rétention tissulaire
pourraient permettre I’utilisation de doses thérapeutiques plus faibles ou une diminution de la
fréquence d’administration (254,255). Les anticorps monoclonaux de type IgE pourraient

donc étre des classes thérapeutiques tres intéressantes dans I’immunothérapie du cancer.

Afin de tester cette hypothése, deux anticorps monoclonaux de la classe des IgE ont
été créés, le premier ciblant EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), exprimé par des
cellules de carcinome du célon ou du naso-pharynx, le second ciblant I’HER2/neu, proto-
oncogene surexprimé dans certains cancers du sein et du c6lon. Ces deux anticorps ont
montre leur efficacité in vitro et in vivo, supérieure a celle observeée avec les anticorps
correspondant de la classe des IgG, le cetuximab et le trastuzumab, ces deux anticorps
monoclonaux étant les traitements de référence des cancers exprimant ’EGFR et I’HER2/neu
respectivement (256,257).

Ainsi, les eosinophiles participent a concept d’Allergo-Oncologie par le fait que ces
cellules soient, dans un contexte et environnement allergique, plus cytotoxique vis-a-vis des
cibles tumorales, donnant un début d’explication aux études épidémiologiques reliant allergie
et incidence de cancers, et qu’elles soient également les cellules effectrices privilégiées de
I”’ADCC mediée par les IgE.
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2.5. Eosinophiles, IL-18 et cancer du cblon

Lors de cette introduction, nous avons pu voir que, les éosinophiles sont des cellules
tissulaires immunorégulatrices et cytotoxiques, capables d’intégrer de nombreux signaux et
d’y répondre sélectivement. Ces capacités en font donc des effecteurs potentiels dans
I’immunité anti-tumorale et particulierement dans le contexte du cancer célon, puisque les

éosinophiles sont retrouves majoritairement au niveau du tractus gastro-intestinal.

De la méme maniere, I’IL-18 est une cytokine immunorégulatrice ayant un role
particulierement important dans I’homéostasie et les pathologies digestives. Son activité anti-
tumorale a été caractérisee dans différents modéles in vivo, par sa capacité a activer les

lymphocytes et cellules NK.
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Les éosinophiles ont longtemps été considérés comme de simples cellules effectrices
ayant un réle bénéfique dans I’'immunité anti-infectieuse, notamment dans la défense vis-a-vis
des infections a helminthes, et un réle néfaste dans de nombreuses pathologies telles que
I’allergie ou I’asthme. Aujourd’hui, et notamment gréce aux travaux effectués au sein du
laboratoire du Pr. Monique Capron, les éosinophiles apparaissent comme des cellules multi-
fonctionnelles, immuno-régulatrices, impliquées a la fois dans I’immunité innée et adaptative
(29). Dans ce contexte, les études, menées dans le laboratoire, ont abouti a la découverte de
nouveaux récepteurs et médiateurs, tels que le TCRyd, le TLR2 ou le granzyme A, placant les
éosinophiles en premiére ligne dans la lutte contre certains pathogenes, comme les
mycobactéries, ou dans I’immunité anti-tumorale (31,36,250). Cette thése s’inscrit dans la

continuité de ces travaux.

Si les études histologiques et épidémiologiques ont bien caractérisé la présence
d’éosinophiles au niveau des tumeurs, les mécanismes moléculaires mis en jeu dans la
relation éosinophiles/cellules tumorales restent a étre déterminés. Aprés caractérisation de
I’activité cytotoxique des éosinophiles humains vis-a-vis de cellules tumorales, et notamment
vis-a-vis d’une lignée de carcinome de cdlon, nous nous sommes focalisés sur I’effet de I’IL-
18 puisque nombreux travaux suggerent que cette cytokine est impliquée dans le maintien de
I’integrité de la barriére intestinale et la réponse anti-tumorale avec un réle prépondérant du

compartiment hématologique (187,188).

Partie | : Immunité anti-tumorale des éosinophiles humains

Dans cette partie, nous avons cherche a caractériser I’immunité anti-tumorale des
éosinophiles humains par une méthode in vitro de cytométrie en flux, basée sur un marquage
Annexine V */- associé a un marquage par du iodure de propidium afin de différencier et
quantifier I’apoptose et la nécrose des cellules tumorales. Les études épidémiologiques ont
démontré une valeur pronostic différente des TATEs selon le contexte tumoral (94), nous
avons donc tout d’abord validé notre modele in vitro en étudiant I’effet cytotoxique des
éosinophiles humains vis-a-vis de plusieurs lignées cellulaires choisies a partir des données
épidémiologiques (carcinome du c6lon, de la vessie, mélanome et maladie de Hodgkin). Au

regard de nos résultats et de la thématique de notre unité Inserm, nous avons choisi de nous
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focaliser sur I’étude de la cytotoxicité des éosinophiles vis-a-vis d’une lignée cellulaire
humaine de carcinome du colon, les Colo-205. Le contact entre ces deux types cellulaires est
nécessaire pour I’induction de la mort des Colo-205 et implique I’intégrine LFA-1
(CD11a/CD18) sur les eosinophiles (250). Nous avons donc cherché a déterminer les
mécanismes impliqués dans ce contact, par le phénotypage des Colo-205 pour les ligands de
LFA-1 par cytométrie en flux, puis par leur implication dans la liaison entre Colo-205 et

éosinophiles et dans la cytotoxicité de ces derniers.

Partie 11 : Activation des éosinophiles par I’IL-18

Avant de déterminer I’action de I’IL-18 sur la cytotoxicité des éosinophiles, nous
avons tout d’abord étudie I’effet d’une stimulation de cette cytokine sur ces cellules. Par
cytométrie en flux, nous avons tout d’abord recherché la présence des deux chaines du
récepteur a I’IL-18, nécessaires a sa signalisation. La libération des médiateurs cytotoxiques
classiques libérés par les éosinophiles, tels que les ROS et les protéines cationiques, a ensuite
été étudiée par des techniques de chimiluminescence et ELISA. Enfin, I’IL-18 augmente la
cytotoxicité des lymphocytes et cellules NK par la libération d’IFNy et par ’augmentation de
I’expression de FasL (138,156). Ces deux molécules ont donc également été étudiées par
ELISA et cytométrie en flux.

Partie 111 : 1L-18 et cytotoxicité anti-tumorale des éosinophiles

Les éosinophiles humains étant capables de répondre & une stimulation par I’l1L-18,
nous avons étudié, dans cette derniére partie, I’implication de cette cytokine dans le modeéle in
vitro de cytotoxicite des éosinophiles vis-a-vis des Colo-205 via I’utilisation d’inhibiteurs de
cette cytokine. L’effet de I’1L-18 dans la cytotoxicité nécessitant un contact cellulaire (193),
nous avons étudié son implication dans I’adhérence entre éosinophiles et Colo-205, également

nécessaire & I’induction de la mort de ces dernieres par les éosinophiles.

Ces travaux ont permis la rédaction d’un article, actuellement en reviewing favorable a

Journal of Immunology (Annexe 2).
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Purification des éosinophiles a partir de sang veineux périphérigue

Le sang veineux périphérique a été collecté, sur tube hépariné, aupres de donneurs

normaux, donneurs allergiques et de donneurs souffrant d’un syndrome hyperéosinophilique

apres recueil de leur consentement éclairé (Clinical trials.gov identifier : NCT01713504). La

purification des eosinophiles se fait ensuite en deux etapes :

Séparation des cellules polynucléées et des cellules mononucléées par gradient de
densité. Apres une dilution v/v de 15 ml de sang dans du PBS (Invitrogen), 15 ml de
Percoll (Pharmacia Biotech) de densité 1,082 g/l sont ajoutés lentement dans le fond d’un
tube de 50 ml. Celui-ci est ensuite centrifugé a 700 x g pendant 20 minutes a 20°C. Afin
de limiter la contamination par les cellules mononucléées (lymphocytes, monocytes),
I’anneau de PBMC est délicatement retiré et le culot contenant les globules rouges et les
cellules polynucléées est transferé dans un autre tube. Deux étapes successives de lyse
sont ensuite réalisées pendant 15 minutes a 4°C a I’aide d’un tampon hypotonique (NH,4CI
15 mM; NaHCO3; 10 mM; EDTA 0.1 mM; pH7,4). La numération des cellules
(majoritairement des polynucléaires neutrophiles et éosinophiles) ainsi isolées est estimée
par un compteur cellulaire (Countess™ Automated Cell counter; Invitrogen). Leur
pourcentage au sein de cette fraction est déterminé aprés cytocentrifugation sur lame et
coloration au RAL 555 (May-Grundwald-Giemsa). Cela permettra d’estimer la quantité
de billes magnétiques a utiliser.

Isolation des éosinophiles par sélection négative. Les polynucléaires sont incubés dans
du PBS-BSA-0,5% (Eurobio) avec des billes magnétiques anti-CD16 (Miltenyi Biotech)
pendant 30 minutes a 4°C. Des billes magnétiques anti-CD2 et anti-CD14 (Miltenyi
Biotech) sont utilisées pendant 15 minutes a 4°C pour éliminer les éventuels lymphocytes
et monocytes contaminants. La suspension cellulaire est ensuite passee au travers d’une
colonne CS (Miltenyi Biotech) placée entre deux aimants. Les cellules exprimant le CD16
(majoritairement les neutrophiles), le CD2 (lymphocytes) et le CD14 (monocytes) sont
retenues dans la colonne et les éosinophiles sont récupérés dans I’éluat. Apres
centrifugation a 300 x g pendant 8 minutes a 4°C, les éosinophiles sont repris dans du
PBS puis comptes par compteur cellulaire. La pureté, déterminée apres cytocentrifugation

et coloration au RAL, a toujours été supérieure a 98%.
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Lignées cellulaires

La lignée cellulaire Colo-205 (carcinome du colon humain) a été obtenue aupres de
I’ American Type Culture Collection (ATCC). La lignée T24 (carcinome de la vessie humain)
et L428 (lymphome de Hodgkin) ont été obtenues aupres de la Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellculturen (DSMZ). La lignée HBL (LOCE-MMO001) a été
aimablement fournie par le Pr. G. Ghanem (L.O.C.E., Bruxelles, Belgique).
Les cellules sont cultivées a 37°C avec 5% de CO;, dans soit du RPMI 1640 ou du DMEM,
supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal décomplémenté (SVF), 25mM de tampon
HEPES, 2mM de L-glutamine, 10mM de pyruvate de sodium et 10pg/ml de gentamycine
(Life Technologies).

Tests de cytotoxicité

Pour les tests de cytotoxicité, les €osinophiles sont cultivés pendant une nuit a 37°C
avec 5% de CO,, a la concentration de 2x10° cellules/ml dans du milieu de culture complet
(MC) (RPMI 1640 sans rouge de phénol, supplémenté) dans une plaque de culture 96 puits
fond plat, soit 0.5M d’€osinophiles dans 250ul de MC.

Les cellules tumorales sont marquées avec un marqueur membranaire, le PKH-26
(Sigma-Aldrich), selon les recommandations du fabriquant, afin de différencier par la suite les
cellules tumorales des ¢osinophiles (Figure 16). Elles sont ensuite co-incubées avec les
¢osinophiles a différents ratios effecteurs/cible (E:T) (2 :1, 5:1; 10 :1 et 25 :1) et différents

temps (de 15 minutes a 6 heures).

g Cellules tumorales
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Eosinophiles
§ ] |
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PKH-26-H

Figure 16 : Stratégie de gating des tests de cytotoxicité

La totalité des cellules est ensuite récupérée, par resuspension manuelle pour les Colo-

205 (cellules semi-adhérentes) et 1428 (cellules non adhérentes) ou apres utilisation de 0.05%

59



trypsine/EDTA pour les HBL et T24 (cellules adhérentes) et transférée dans des tubes
polypropylene de 5mL. Apres lavage et centrifugation a 300g pendant 10 minutes, la
cytotoxicité induite par les éosinophiles envers les lignées cellulaires marquées au PKH-26 a
été mesuree apres un marquage avec de I’annexine V-FITC (Miltenyi Biotech) pendant 15
minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiére selon les recommendations du
fabriquant. La distinction entre apoptose et nécrose a été réalisée en effectuant un marquage
additionnel avec du iodure de propidium (Miltenyi Biotech). Les analyses ont été faites sur un
cytométre BD Accuri™ C6 (Becton Dickinson) et avec le logiciel BD CFlow Sampler. La

mort spécifique (apoptose + nécrose) a été déterminée par la formule suivante :
Mort cellulaire spécifique = % mort cellulaire expérimentale - % mort cellulaire spontanée

Pour les tests d’inhibition, les éosinophiles et/ou les Colo-205 ont été pre-incubées,
pendant 30 minutes, avec la protéine recombinante humaine IL-18 binding protein (IL-18BP)
(R&D systems) ou avec des anticorps neutralisants monoclonaux : anti-1L-18 (clone 125-2H)
(MBL), anti-ICAM-1 (clone BBIG-11) (R&D systems), anti-JAM-A (clone 654806) (R&D
systems), anti-ICAM-2 (clone CBRIC2/2) (eBioscience) et anti-ICAM-3 (CBR-1C3/1)
(eBioscience). Les isotypes controles, mouse 1gG2a pour I’anti-ICAM-2 (eBioscience) ou
mouse IgG1 (R&D systems) pour les autres anticorps, ont été utilisés a la méme concentration
que les anticorps neutralisants (10pg/ml).

Adhérence cellulaire

L’adhérence entre les éosinophiles et les Colo-205 a été réalisée par une technique de
cytométrie en flux, comme décrite précédemment (250). Brievement, les éosinophiles sont
marqués au CFSE (Invitrogen) et les Colo-205 au PKH-26. Aprés 1.5 heure de co-incubation
a 37°C, au ratio E:T de 5:1, le pourcentage de Colo-205 liées aux éosinophiles est calculé

selon la formule :

% Colo-205 liées = nb de Colo-205 liées (cellules PKH-26"CFSE™) / nb total de Colo-205
(cellules PKH-26") x 100.

A I’inverse, le pourcentage d’éosinophiles liés aux Colo-205 est calculé de la fagon suivante :
% d’éosinophiles liés = cellules PKH26"CFSE" / cellules CFSE™ x 100.

Pour les tests d’inhibition, les éosinophiles et/ou les Colo-205 ont été pre-incubées,

pendant 20 minutes, avec la protéine recombinante humaine IL-18 binding protein (IL-18BP)
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(R&D systems) ou avec des anticorps neutralisants monoclonaux : anti-1L-18 (clone 125-2H)
(MBL), anti-ICAM-1 (clone BBIG-11) (R&D systems), anti-JAM-A (clone 654806) (R&D
systems), anti-ICAM-2 (clone CBRIC2/2) (eBioscience) et anti-ICAM-3 (CBR-1C3/1)
(eBioscience). Les isotypes controles, mouse 1gG2a pour I’anti-ICAM-2 (eBioscience) ou
mouse IgGl (R&D systems) pour les autres anticorps, ont été utilisée a la méme

concentration que les anticorps neutralisants (10pg/ml).

Cytométrie en flux

Les anticorps utilisés sont résumés dans le tableau 4.

Anticorps Fluorochrome Classe Clone Fournisseur
ICAM-1 FITC Mouse 1gG1 BBIG-I1 R&D Systems
ICAM-2 PE Mouse 1gG2a CBR-I1C2/2 Biolegend
ICAM-3 PE Mouse 1gG1 CBR-IC3/1 Biolegend
JAM-A AF488 Mouse 1gG1 654806 R&D Systems

CD18 FITC Mouse 1gG1 345913 R&D Systems
CDl1la FITC Mouse 1gG1 212701 R&D Systems

IL-18 NM Mouse IgM 12E7.1 Millipore
NLRP3 NM Mouse IgG1 652514 R&D Systems
IL-18Ra PE Mouse IgG1 H44 eBioscience
IL-18Rp FITC Mouse 1gG2b 132029 R&D Systems

FasL PE Mouse 1gG1 NOK-1 Miltenyi Biotech

Fas FITC Mouse 1gG1 DX2 Miltenyi Biotech

Tableau 5 : Liste des anticorps utilisés pour la cytométrie en flux
FITC : Isothiocyanate de fluorescéine ; PE : Phycoérythrine ; AF : AlexaFluor ; NM : non marqué

e Marquage membranaire

Les éosinophiles, utilisés & la concentration de 4x10° cellules/ml, sont déposés dans une
plaque 96 puits a fond rond (50 pl/puit). lls sont gardés durant toute la durée du marquage
dans du PBS-BSA 1% (tampon membranaire) a la température de 4°C.

Dans le cas d’un marquage direct, aprés une étape de blocage afin d’éviter tout marquage,
aspecifique, avec du sérum de souris (Sigma), les cellules sont ensuite incubées 20 minutes
avec I’anticorps conjugué au fluorochrome a I’abri de la lumiere. Lors d’un marquage
indirect, I’anticorps primaire non marqué est tout d’abord incubé avec les eosinophiles

pendant 20 minutes. Aprés lavage, 5ul de sérum, de I’espece dans laquelle I’anticorps
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secondaire a été produit, est ajouté pendant 10 minutes, puis I’anticorps secondaire est incubé
20 minutes.

Aprés un lavage, les cellules sont suspendues dans du PBS puis analysées par cytométrie
en flux. L acquisition est effectuée sur le cytométre BD Accuri™ C6 et analyse se fait sur le
logiciel BD CFlow Sampler. La médiane de I’intensité de fluorescence est calculée selon la
formule :

%MPFI = [(median Ab signal — median isotype control signal) / median isotype control signal]
x 100.

e Marquage intracellulaire

Les éosinophiles sont tout d’abord fixés avec du paraformaldéhyde 2% (Thermo
Scientific) pendant 10 minutes. Apres un lavage au PBS, les cellules sont perméabilisées avec
du tampon intracellulaire (PBS-BSA 1%-Saponine 0,1% (Sigma)) pendant 10 minutes.

Les marquages directs et indirects sont réalisés de la méme maniere que décrit

précédemment, mais a température ambiante et dans le tampon IC.

RT-PCR quantitative

L’expression de ’ARNm de I’l1L-18 a été évaluée pour les éosinophiles, les Colo-205 seules
et chez ces populaires cellulaires cultivées ensemble. Dans le cas des co-cultures, les Colo-
205 ont été plaquées et cultivées pendant une nuit dans des plaques de culture 6 puits. Le
milieu de culture a ensuite été remplacé et 1.5 x 10%ml d’éosinophiles humains ont été
ajoutés. Apres 3 heures a 37°C, les éosinophiles ont éte récupérés en rincant les plaques avec
du PBS. Ensuite, les Colo-205 ont été décollées avec 0.05% trypsine EDTA. La pureté de
chaque fraction a été déterminée par un marquage CD11a-FITC en cytométrie en flux. Celles-

ci ont été estimées supérieures a 95% pour les éosinophiles et a 85% pour les Colo-205.

L’ARN total des éosinophiles et des Colo-205 a été isolé par du Trizol (Invitrogen / Life
technologies), selon les recommandations du fabriquant. 1ug d’ARN a été retro-transcrit en
ADNCc avec le kit *hight capacity cDNA reverse transcription kit” (Applied Biosystems / Life
Technologies). La PCR quantitative en temps-réel a été faite sur un ABI StepOnePlus
(Applied Biosystems) avec le fast SYBR® Green PCR master mix (Applied Biosystems). Les

séquences des primers utilisées (Sigma-Aldrich) sont résumées dans le tableau 5.
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Les valeurs du cycle seuil (Threshold cycle (Ct)) des génes cibles ont été normalisées
avec celle de la B-actine. Pour les données avec les co-cultures, le changement relatif dans

I’expression des génes a été analysé avec la méthode du 244",

Gene Type Séquence (5’-3”)
IL-18 Sens CCAAGGAAATCGGCCTCTAT
Antisens TTGTTCTCACAGGAGAGAGTTGA
NLRP3 Sens CCACTGTGATATGCCAGGAA
Antisens GGGTCAAACAGCAACTCCAT
Caspase-1 Sens TTTCCGCAAGGTTCGATTTTCA
Antisens GGCATCTGCGCTCTACCATC
ASC Sens TGGTCAGCTTCTACCTGGAG
Antisens CTGGTACTGCTCATCCGTCA
B-actine Sens GGGTCAGAAGGATTCCTATG
Antisens GGTCTCAAACATGATCTGGG

Tableau 6 : Séquences des primers

Dosage des protéines cationiques ECP et EDN

Aprés 18h d’incubation en milieu de culture en présence ou non d’agent stimulateur, la
plaque est centrifugée et les surnagents sont récupérés. L’ECP et I’lEDN sont mesurées dans
les surnageants par méthode ELISA (Medical & Biological Laboratories) selon les
recommandations du fabricant. Les sensibilités des Kits sont respectivement 0,125ng/ml et
0,62ng/ml.

Dosage d’IFNy

Aprés 18h d’incubation en milieu de culture, en présence ou non d’1L-18 (Medical &
Biological Laboratories) et/ou d’IL-12 (Miltenyi Biotech) recombinantes, la plaque est
centrifugée et les surnageants sont récupérés. L’IFNy est mesuré dans les surnageants par
méthode ELISA (R&D systems) selon les recommandations du fabriquant. La sensibilité du
Kit est de 15.6 pg/ml.
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Dosages des espéeces réactives de I’oxygéne

Le dosage des espéces réactives de I’oxygeéne, libérés par les éosinophiles, est réalisé par
une technique de chimioluminescence dépendante du luminol. Les éosinophiles sont
suspendus dans du RPMI 1640 sans rouge phénol & la concentration de 12x10° cellules/ml.
0,3M cellules sont déposées par puits dans une plaque blanche 96 puits. Juste avant de
commencer la mesure de la chimioluminescence, 25 pl de chaque stimulus sont ajoutés et 50
pl de solution de luminol sont injectés (luminol 0,015 mg/ml, Tris-HCI 15 mM, NaCl 150
mM). L’excitation du luminol par les radicaux libres produits par les éosinophiles est mesurée
instantanément. Les mesures sont effectuées sur un Fluorostar (BMG Labtech) et I’analyse
s’effectue a I’aide du logiciel Mars (BMG Labtech). La cinétique est réalisée a 37°C sur une
durée d’une heure. La chimioluminescence est comptée sur trois secondes. Les résultats sont

exprimés en coups par seconde (cps).

Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés par la moyenne + SEM. Les analyses statistiques ont été
effectuées avec le logiciel SPSS. Les tests non paramétriques de Wilcoxon ou Mann-Whitney
ont été utilisés pour la comparaison entre les différents groupes. Les différences sont
considérées significatives lorsque la valeur p est inférieure & 0.05. Dans les figures, les
symboles suivants sont utilisés: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; NS : non significatif.
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I. Partie |: Caractérisation de la cytotoxicité anti-tumorale des

éosinophiles humains

Nous avons vu dans la troisieme partie de I’introduction (p.41) qu’il existe de plus en
plus d’arguments, issus d’études épidémiologiques, in vivo ou in vitro, en faveur d’une
participation des éosinophiles dans I’immunité anti-tumorale, en particulier dans le cancer du
colon (36,94,239,250), cependant les mécanismes moléculaires impliqués dans cette activité
restent a étre déterminés. Les éosinophiles sont notamment impliqués dans les processus de
cytotoxicité par un mecanisme nécessitant une adhérence impliquant LFA-1 a la surface des
éosinophiles (250). Dans cette premiére partie, nous avons cherché a étudier I’activité
cytotoxique des éosinophiles humains vis-a-vis de plusieurs cellules tumorales et, en

particulier, vis-a-vis d’une lignée de carcinome du colon, les Colo-205.

1. Variation de la cytotoxicité des éosinophiles humaines selon la cible

tumorale

Comme présenté dans le paragraphe introductif 111.2.1 (p.41), des études
épidémiologiques ont reporté le fait qu’il existe des relations distinctes entre éosinophilie et
différents types de tumeurs. En effet, celle-ci est associée, en générale, a un pronostic
favorable, notamment dans les tumeurs du tube digestif, mais peut également étre considérée
comme un marqueur pronostique défavorable, par exemple comme dans le cas de la maladie
de Hodgkin (94). Dans un premier temps, nous avons donc compare, par cytométrie en flux,
I’activité cytotoxique des éosinophiles humains vis-a-vis de plusieurs lignées cellulaires
cancéreuses humaines, choisie selon le facteur pronostique bénéfique ou délétére de la
présence d’une TATE. Pour cela, nous avons utilisé les L428 (lymphome de Hodgkin), les
T24 (carcinome de la vessie), les HBL (mélanome) et les Colo-205 (carcinome du cdlon) par

une technique de cytotoxicité exposée préecédemment (cf M&M p.59).
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Figure 17 : Différence fonctionnelle des éosinophiles humains selon la cible tumorale.

Les cellules tumorales sont marquées avec du PKH-26, puis cultivées en absence ou en présence des
¢osinophiles a un ratio de 25/1 pendant 3 heures. (A) Histogrammes de cytométrie en flux représentatifs de
I’apoptose de chaque lignée cellulaire, en absence (+CM) ou en présence (+PNEos) des éosinophiles issus d’un
méme donneur allergique. (B) Les barres blanches indiquent la mort spontanée des cellules et les barres noires
montrent la mort cellulaire aprés incubation avec les éosinophiles. L428 (n=5), T24 (n=9), HBL (n=5) et Colo-
205 (n=16) (C) Comparaison de la mort cellulaire spécifique entre les différentes lignées. Les résultats sont
exprimés en moyenne = SEM. Le test de Wilcoxon a été utilisé pour la figure (B) et le test de Mann-Whitney a
été utilisé pour la figure (C).* p< 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 ; NS: non significatif. (n: nombre
d’expériences indépendantes)

Apres marquage au PKH-26, les cellules tumorales sont incubées seules ou avec des
¢osinophiles humains purifiés a partir de donneurs normaux, allergiques ou atteints d’un SHE.
Le taux d’apoptose basal de ces cellules tumorales aprés 3h d’incubation reste faible et
identique selon les différentes lignées, de 1’ordre de 10% (Fig. 17A-B). Lorsque les
¢osinophiles sont ajoutés aux cellules T24, HBL et Colo-205, le taux d’apoptose de ces
cellules est significativement augmenté comparé a la mort spontanée de ces cellules (Fig.17A-

17B). En effet, le taux d’apoptose des T24 augmente de 29.5 £ 3.9%, celui des HBL
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augmente de 51.8 £ 8.3% et celui des Colo-205 augmente de 58.1 = 4.7%. A I’inverse, aucun
changement n’a été observé pour les cellules L428.

Il est également intéressant de noter que cette cytotoxicité est plus ou moins importante
selon les lignées. L apoptose induite par les éosinophiles la plus élevée, est observée pour les
Colo-205 (Fig.17C). Cette constatation est notamment appuyée par I’observation faite pour la
cytotoxicité des éosinophiles, purifiés a partir d’un méme donneur allergique, selon les cibles
tumorales (Fig.17A). Chez ce donneur, pour un méme temps d’incubation, les éosinophiles
n’induisent pas d’apoptose des L428, alors qu’ils entrainent la mort cellulaire de 30% des
T24, de 50% des HBL et de 52% des Colo-205.

Ces resultats suggérent donc que la fonction tumoricide des éosinophiles est cible
spécifique, et, en accord avec les différentes données épidémiologiques, que notre modele

in vitro est relevant.

2. Variation de la cytotoxicité des éosinophiles selon le statut du

donneurs

Lors de cette étude, nous avons pu obtenir les éosinophiles aupres de différents types de
donneurs. Ainsi, les éosinophiles ont été purifiés a partir de donneurs allergiques (allergie
cutanée, respiratoire, alimentaire ou médicamenteuse), de donneurs atteints d’un Syndrome
HyperEosinophile (SHE) (lymphoide, myéloide ou idiopathique) et de donneurs normaux. Le
phénotype membranaire des éosinophiles varie selon I’état de maturation, d’activation mais
également selon les statuts des donneurs (17,258), nous avons donc évalué si la cytotoxicité

des éosinophiles varie selon les donneurs.

Aprés 1.5h ou 3h de co-incubation, les éosinophiles purifiés auprés de donneurs
allergiques induisent significativement plus d’apoptose chez les T24 et les Colo-205 que les
donneurs normaux (Fig. 18A, 18C). A I’inverse, les éosinophiles purifiés a partir de donneurs
SHE sont significativement moins cytotoxiques vis-a-vis des T24 et Colo-205 que les
donneurs normaux aprés 3h de co-incubation (Fig. 18B, 18D). Les éosinophiles purifiés
aupres des sujets allergiques sont donc plus cytotoxiques vis-a-vis des cellules tumorales que
les éosinophiles obtenus auprés de donneurs normaux, eux-mémes plus cytotoxiques que les

éosinophiles présents chez les patients atteints d’un SHE.
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Ces résultats suggérent donc Dactivité cytotoxique anti-tumorale des ¢éosinophiles

humains est également dépendante du statut clinique des donneurs.
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Figure 18 : Différence fonctionnelle des éosinophiles selon le statut des donneurs

La cytotoxicité spécifique des éosinophiles selon les donneurs a été étudiée pour les T24 et les Colo-205.
Comparaison de I’apoptose des T24 par des éosinophiles issus de donneurs normaux (ND) (n=3) et allergiques
(All) (n=3) aprés 1.5h et 3h de co-incubation (A) ou atteints d’un Syndrome HyperEosinophilique (SHE) (n=3)
apres 3h de co-incubation (B). Comparaison de 1’apoptose des Colo-205 par des €osinophiles issus de donneurs
normaux (ND) (n=6) et allergiques (All) (n=6) aprés 1.5h et 3h de co-incubation (C) ou atteints d’'un Syndrome
HyperEosinophilique (SHE) (n=4) aprés 3h de co-incubation (D). Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM. Le test de Mann-Whitney a été utilisé.* p< 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 ; NS : non significatif. (n:
nombre d’expériences indépendantes)

3. La cytotoxicité vis-a-vis des Colo-205 est temps et concentration-

dépendante

En accord avec les différentes données épidémiologiques, qui montrent que la présence

d’une TATE est associée a un bon pronostic dans le cancer du colon, et nos résultats,
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montrant que les Colo-205 sont les cellules pour lesquelles les éosinophiles humains exercent
la cytotoxicité la plus élevée (Fig. 17C), nous avons décidé de focaliser notre étude sur cette

lignée cellulaire.

Afin de mieux caractériser I’effet des éosinophiles sur les Colo-205, nous avons tout
d’abord incubé ces deux types cellulaires a différents ratios E:T, allant de 2:1 a 25:1. Nous
avons observé que les éosinophiles sont cytotoxiques vis-a-vis des Colo-205 a tous les ratios
E:T testés. En effet, a un ratio de 2:1, les éosinophiles induisent 27.1 £ 2.7% de mort
cellulaire des Colo-205. Cette cytotoxicité augmente jusqu’a un ratio de 25:1 pour lequel la
mort des Colo-205 est évaluée a 54.9 + 3.8% (Fig. 19A). De la méme maniére, nous avons
étudié I’effet du temps sur I’effet cytotoxique des éosinophiles. A un ratio de 25 :1, I’action
des éosinophiles vis-a-vis des Colo-205 est tres rapide, puisqu’une cytotoxicité spécifique
significative est observée des 15min de co-incubation. Celle-ci augmente modérement jusqu’a
1 heure d’incubation. Entre 1h et 1.5h, une forte augmentation de la mort cellulaire est
observée, passant de 15% a environ 50%. La cytotoxicité des éosinophiles reste ensuite
constante avec le temps, un phénomeéne de plateau étant observé entre 1.5h et 6 heures de co-
incubation (Fig. 19B).

La cytotoxicité cellulaire peut étre déclenchée par différents mécanismes moléculaire
entrainant soit I’apoptose, soit la nécrose de la cellule cible. Nous avons donc, dans un second
temps, déterminé la capacité des éosinophiles a induire ces deux types de mort cellulaire vis-
a-vis des Colo-205. Cette mesure s’est également faite en cytométrie en flux par un marquage
Annexine V, pour I’apoptose, et iodure de propidium pour la nécrose. Les taux d’apoptose et
de nécrose des colo-205, préalablement marquées par du PKH-26, observés en présence
d’éosinophiles ont été comparés aux taux spontanés déterminés apres incubation en absence
d’éosinophiles (Fig. 19C). Les éosinophiles induisent I’apoptose (de I’ordre de 40%) et, dans
une moindre mesure, la nécrose (de I’ordre de 10%) des Colo-205 apres 3h de co-incubation a
un ratio E:T de 25:1 (Fig. 19D), suggérant I’implication de différents mécanismes dans la
cytotoxicité des éosinophiles.
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Figure 19 : Temps- et concentration-dépendance de la cytotoxicité des éosinophiles vis-a-vis des Colo-205.

Les Colo-205 sont cultivées soit seules (barres blanches) soit avec des €éosinophiles (barres grises) a différents
E:T ratios. La ligne en pointillée représente la cytotoxicité spécifique (n=6-11). (B) Les Colo-205 et les
éosinophiles sont incubés, a un ratio de 25:1 pendant 0.25 a 6 heures. Le taux d’apoptose (traits interrompus), la
mort spontanée (ligné en pointillée) et la cytotoxicité spécifique (ligne continue) sont représentés (n=7-21). (C)
Dot plots représentatifs de 13 expériences indépendantes de cytométrie en flux. A gauche, les Colo-205 sont
marquées au PKH-26 (en rouge) pour les différencier des éosinophiles (en noir). A droite, la mort cellulaire des
Colo-205 est analysée en ciblant la population M2. Les cellules apoptotiques (Annexin V' IP) sont
différenciées des cellules nécrotiques (Annexin V' IP") en en absence (+CM) ou en présence des éosinophiles
(+Eos). (D) Les taux d’apoptose (Annexin V' IP") et de nécrose (Annexin V' IP") sont mesurés & un ratio de
25:1 aprés 3 heures de co-culture. (E) Comparaison de 1’apoptose et de la nécrose selon différents E:T ratios. (F)
Comparaison de I’apoptose a différents temps d’incubation. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Le
test de Wilcoxon a été utilisé.* p< 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 ; NS : non significatif (n: nombre
d’expériences indépendantes)
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Il est intéressant de noter que les taux d’apoptose et nécrose augmentent avec le nombre
d’éosinophiles (Fig. 19E) et avec le temps de co-incubation (Fig. 19F) et que le rapport entre

apoptose et nécrose reste constant quel que soit le ratio E:T ou le temps d’incubation étudié.

Ces résultats suggerent que les éosinophiles sont capables d’induire I’apoptose et la
nécrose des Colo-205 et que cette cytotoxicité est dépendante de la concentration en

éosinophiles et du temps.

4. ICAM-1 et JAM-A sont nécessaires au contact entre les Colo-205 et

les éosinophiles

L apoptose est donc le mécanisme prépondérant par laquelle les éosinophiles induisent
la mort cellulaire des Colo-205. Fréquemment, I’induction de I’apoptose se fait par un contact
direct entre cellule cible et cellule effectrice. De plus, une étude précédente, issue de notre
laboratoire, a montré que la cytotoxicite des éosinophiles envers les Colo-205 est un
mécanisme dependant de I’adhérence entre ces deux types cellulaires (250). Cette étude a
notamment mis en évidence I’implication de LFA-1 (CD11a/CD18) sur les éosinophiles
(250). Cependant, la nature des ligands exprimés par les Colo-205 n’est actuellement pas

connue.

Il existe plusieurs ligands pour I’intégrine LFA-1. Leur présence sur les Colo-205 n’a, a
notre connaissance, pas encore été évaluée. Nous avons donc, tout d’abord, effectué un
phénotypage de ces cellules pour ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 et JAM-A, molécules
d’adhérence capables de se lier au LFA-1 (259,260). Les Colo-205 expriment, au niveau
membranaire (Fig. 20A, 20B) ICAM-1 et JAM-A. Cette expression est également retrouvée,
en proportion plus importante, notamment pour le JAM-A, en intracellulaire (Fig. 20C, 20D).
A I’inverse, nous n’avons pas pu mettre en évidence la présence d’ICAM-2 et d’ICAM-3 sur

ces cellules.
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Figure 20 : Expression de ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 et JAM-A au sur les Colo-205.

(A) Histogrammes représentatifs de cinq expériences indépendantes de cytométrie en flux montrant I’expression
d’ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 et JAM-A a la membrane des Colo-205. La détection des anticorps est indiquée
par la ligne rouge et la détection de I’isotype contrdle correspondant est indiquée en noir. (B) Les boites a
moustache représentent les pourcentages de variations de la médiane de I’intensité de fluorescence (%MFI) pour
les molécules d’adhésion a la surface des colo-205 (n=5). Le seuil de significativité est représenté par la ligné en
pointillée. (C-D) Expression intracellulaire des molécules d’adhérence.

Pour confirmer que ces molécules d’adhérence participent bien au contact entre
¢osinophiles et Colo-205, nous avons ajouté des anticorps neutralisants dans nos co-cultures
puis mesuré le pourcentage de Colo-205 liées aux ¢€osinophiles par une technique de
cytométrie en flux (cf M&M p.60). Comme attendu, une diminution significative de
I’adhérence entre €osinophiles et Colo-205 est observée lorsque les cellules tumorales sont
pré-incubées avec des anticorps anti-ICAM-1 et anti-JAM-A (Fig. 21A) alors 1’utilisation des
anticorps anti-ICAM-2 et anti-ICAM-3 ne semble pas faire varier le taux de liaison entre ces

cellules.
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Afin d’évaluer I’implication de ces deux molécules dans le contact cellulaire aboutissant
a I’apoptose des Colo-205, nous avons également utilisé les anticorps neutralisants dans le
modele de cytotoxicité. De fagon surprenante, seule I’utilisation de I’anticorps anti-ICAM-1
induit également une diminution de 1’apoptose des Colo-205 induite par les éosinophiles alors
que I’anticorps anti-JAM-A ne semble pas avoir d’effet (Fig. 21B). De plus, I’ajout des deux

anticorps neutralisants n’induit ni effet additif, ni effet synergique.

Ces résultats suggérent que, bien qu’ICAM-1 et JAM-A soient exprimés par les

Colo-205, le role d’ICAM-1 semble prédominant pour la cytotoxicité des éosinophiles.
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Figure 21 : Implication d’ ICAM-1 et de JAM-A dans I’adhérence et la cytotoxicité des éosinophiles

(A) Effets des anticorps neutralisants ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 et JAM-A, utilisés a 10pg/ml, sur ’adhérence
des Colo-205 aux éosinophiles apreés 1.5h de co-incubation a un ratio de 5:1 (n=6). (D) Inhibition de la mort
cellulaire des Colo-205 induite par les éosinophiles par les anticorps neutralisants anti-ICAM-1 et anti-JAM-A
(n=6). CM : milieu de culture ; Isotype : anticorps IgG contrdle. Les résultats sont exprimés par la moyenne +
SEM. Le test de Wilcoxon a été utilisé.* p< 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. (n: nombre d’expériences
indépendantes)

5. Adhérence et hétérogénéité fonctionnelle des éosinophiles

Nous avons observé précédemment qu’il existe une véritable différence fonctionnelle
des ¢osinophiles selon le statut des donneurs auprés desquels ils ont été purifiés. Nous avons
étudi¢ 1’adhérence entre les ¢éosinophiles et les Colo-205 en s’intéressant au statut des

donneurs.

Les ¢€osinophiles purifiés a partir des donneurs allergiques sont significativement plus
capables de se lier aux Colo-205 que les éosinophiles issus de donneurs normaux (Fig.22A,

22B). A contrario, les ¢€osinophiles de donneurs SHE entrent significativement moins en
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contact avec les colo-205 que les éosinophiles des autres groupes de sujets (Fig. 22A, 22B).
Ces résultats sont a mettre en relation avec le fait qu’il existe également une hétérogénéité
phénotypique des €osinophiles pour ’intégrine LFA-1 selon le type de donneurs. En accord
avec nos données, les €¢osinophiles de sujets allergiques expriment, au niveau membranaire,
plus les CD18 et CD11a que les éosinophiles des donneurs normaux, eux-mémes en ont plus

que les €osinophiles de patients SHE.

Ces résultats suggeérent une différence de capacité de liaison aux Colo-205 ainsi
qu’une hétérogénéité phénotypique pour I’expression de LFA-1 des éosinophiles selon

les différents donneurs.
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Figure 22 : Role de ’adhérence dans I’hétérogénéité fonctionnelle des éosinophiles

(A, B) Histogrammes représentant 1’adhérence des éosinophiles (A) et des Colo-205 (B) selon le statut des
donneurs. (All : n=5; ND : n=4 ; HES : n=5). (C) Expression par cytométrie en flux de CD18 et CD11a (LFA-
1) a la membrane des éosinophiles selon le statut du donneurs (n= 6-9). Les résultats sont représentés par les
moyennes £ SEM. Le test de Mann-Whitney a été utilisé. * p< 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. (n : nombre
d’expériences indépendantes)
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II. Partie Il : Activation des éosinophiles par I’I1.-18

Dans cette ¢tude de cytotoxicité des €osinophiles vis-a-vis des Colo-205, il nous a semblé
pertinent de nous intéresser particuliecrement a 1’IL-18 puisque, celle-ci a, comme les
¢osinophiles, une fonction importante dans 1’homéostasie et les pathologies digestives,
notamment dans la réponse anti-tumorale (163,164). Cependant, I’action de cette cytokine sur
les €osinophiles n’a été¢ que tres peu étudiée, nous avons donc, dons un premier temps, évalué

la capacité de I’IL-18 a activer les €osinophiles.

1. Les éosinophiles humains expriment I’IL-18R

Le récepteur de I’IL-18 est un hétérodimére composé d’une chaine se liant a I’IL-18,
I’IL-18Ra et d’un récepteur accessoire, I'IL-18RB (126). Ce dernier est nécessaire a la
signalisation qui suit la liaison de I’'[L-18 a I’IL-18Ra. Une étude a mis en évidence la
présence de I’IL-18Ra a la membrane des €osinophiles. Cependant, ils n’ont pas recherché la
présence de I’IL-18Rp, supposant qu’il était présent puisque les €osinophiles était capable de
répondre a I’IL-18 (161). Nous avons tout de méme voulu confirmer la présence des deux
chaines de récepteur a la membrane des €osinophiles, par cytométrie en flux. Comme attendu,

ces cellules expriment la totalité de ce récepteur (Fig. 23).
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Figure 23 : Présence de I’IL-18R a la membrane des éosinophiles

Dot plots représentatifs de 7 expériences indépendantes. La présence de I’IL-18Ra et de I’IL-18Rp a la surface
des éosinophiles est évaluée par cytométric en flux. Le marquage par 1’anticorps est représenté en rouge,
I’isotype controle est représenté en noir.
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2. Activation par I’IL-18 : libération de ROS et de protéines cationiques

La presence de ce récepteur permet de supposer que les éosinophiles sont capables de
répondre & une stimulation par I’IL-18. Les précédentes études ont montré que I’IL-18
augmentait la survie des eosinophiles et entrainait la libération de cytokines et chimiokines,
telles que I’IL-6, I’1L-8, la CXCL8 et la CCL2 (161,162). Ici, nous avons voulu déterminer si
I’IL-18 est egalement capable d’induire la libération de médiateurs inflammatoires et
cytotoxiques connus de I’éosinophile. Nous avons choisi de nous concentrer sur la libération
extracellulaire des espéces réactives de I’oxygéne (ROS), médiateurs néoformés, ainsi que sur
la sécrétion de deux protéines cationiques, I’'ECP et EDN. Ces médiateurs pouvant participer

a I’immunité anti-tumorale.

Concernant les ROS, nous avons evalué leur libération par une technique de
chimilumionescence en effectuant une cinétique d’une heure (cf M&M p.64). Une stimulation
des éosinophiles par I’IL-18, conduit a une libération extrémement rapide de ces médiateurs.
En effet, apres seulement cing minutes de stimulation, I’lL-18 permet une sécrétion
significative de ces médiateurs. Celle-ci augmente avec le temps pour atteindre son maximum
entre 20 et 30 minutes de stimulation (Fig. 24A.). Apres une heure, cette sécrétion retourne a
son état basal.

Pour I’étude des protéines cationiques ECP et EDN, nous avons stimulé les éosinophiles
avec de I’IL-18, pendant 18 heures, et nous avons ensuite récuperé les surnagents. Cette
stimulation induit une libération significative a la fois d’ECP et d’EDN (Fig. 24B, 24C).

Ces résultats suggerent qu’une stimulation des éosinophiles par I’IL-18 conduit a

la libération des mediateurs cytotoxiques de I’éosinophile.
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Figure 24 : Libération de ROS et de protéines cationiques aprés stimulation des éosinophiles par ’IL-18

(A) Graphique représentatif de la cinétique de la libération de ROS par les éosinophiles, par chimioluminescence
au luminol aprés stimulation par de I'IL-18 (n=4). (B-C) Libération d’ECP (B) et d’EDN (C) dans les
surnageants de culture aprés 18h de stimulation par I'IL-18 (n=6). Les résultats sont représentés par les
moyennes = SEM. Le test de Wilcoxon a été utilisé * p< 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001.
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3. Activation par I’IL-18 : libération d’IFNy et expression de FasL

Les principales fonctions de I’IL-18 sur les lymphocytes et les cellules NK sont la
libération d’IFNy et 1’augmentation de I’expression de FasL (136). Ces deux molécules
participent notamment a ’immunité anti-tumorale. Nous avons donc évalué la capacité des

¢osinophiles a exprimer ou libérer ces médiateurs apres stimulation par I’IL-18.
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Figure 25 : Libération d’IFNy et expression de FasL par les éosinophiles.

(A) La libération d’IFNy par les ¢osinophiles est évaluée dans les surnageants de culture, par ELISA, apres
stimulation par de I’'IL-18 (50ng/ml) plus ou moins associée a de I’[L-12 (10ng/ml) (n=5). (B) L’expression
membranaire de FasL est déterminée par cytométrie en flux aprés stimulation par de I’IL-18 +/- IL-12. Les
résultats sont exprimés en AMFI (n=5). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Le test statistique de
Wilcoxon a été utilisé * p< 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001, NS : non significatif.
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La premiére fonction de I’1L-18 qui a été découverte, est sa capacité a induire la libération
d’IFNy par les lymphocytes et les cellules NK (103). Cet effet est augmenté par addition de
I’IL-12 (138). Les éosinophiles sont également capables de relarguer de I’IFNy notamment
apres une stimulation par le CD28 (62). Apres stimulation de 18h, nous avons pu observer
une libération d’IFNy dans les surnagents de culture. L’IL-12 n’induit pas la sécrétion d’IFNy
mais potentialise I’effet de I’IL-18, la concentration libérée d’IFNy augmentant d’un facteur

deux par cette double stimulation (Fig. 25A).

Une autre fonction de I’1L-18, toute aussi importante pour la cytotoxicité des cellules NK,
est I’laugmentation de I’expression de FasL qui conduit a I’apoptose les cellules exprimant le
récepteur Fas (158). FasL est également exprimé sur les éosinophiles activés (261). En effet,
alors que les éosinophiles n’expriment pas FasL en membrane en condition basale (% AMFI <
10), une stimulation par I’IL-18 entraine son expression (Fig. 25B). A la différence de la

libération d’IFNy, I’IL-12 n’intervient pas dans cette régulation.

Ces résultats suggerent que les éosinophiles sont également capables de libérer et

d’exprimer des molécules anti-tumorales en réponse a I’l1L-18.
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I1l. Implication de I’'IL-18 dans la cytotoxicité anti-tumorale des

e¢osinophiles

Nous avons vu precédemment que I’IL-18 aurait un effet protecteur dans plusieurs
modeéles murins de cancer du cblon. En effet, des tumeurs sont observées significativement
plus fréquemment dans les cdlons de souris il-187" (186,187). De plus, un transfert de géne de
I’IL-18 augmente le rejet immunologique des tumeurs chez la souris (181,262). Au regard de
nos résultats montrant que les éosinophiles induisent la mort cellulaire des Colo-205 et qu’ils
sont stimulables par I’1L-18, nous avons étudié I’implication de cette cytokine dans le modele

in vitro de cytotoxicite.

1. L’IL-18 est sur-exprimée dans les éosinophiles en contact avec les
colo-205

Tout d’abord, nous avons recherché I’expression d’IL-18 par les éosinophiles humains
et les Colo-205 par des techniques de RT-PCR quantitative et de cytométrie en flux (Fig.
26A, 26B). Alors que les deux types cellulaires expriment I’ARNm de I’IL-18 (Fig. 26A), la
protéine n’est détectable que dans I’espace intracellulaire des éosinophiles, en condition
basale (Fig. 26B).

Afin d’évaluer son implication dans la cytotoxicité des eosinophiles vis-a-vis des Colo-
205, nous avons evalué la variation d’expression de I’ARNm de I’IL-18 dans chaque
population cellulaire aprés une co-incubation entre les éosinophiles et les Colo-205. En effet,
aprés 3 heures d’incubation, les populations sont récupérées séparément puis une RT-PCR
quantitative a été effectuee. Chez les éosinophiles, I’expression de I’ARNm de I’IL-18 est
augmenteée, d’un facteur de 4.3, lorsque ceux-ci sont en contact avec les Colo-205 (Fig. 26C).
Aucun changement n’a été mis en évidence dans I’expression de I’lIL-18 chez les Colo-205
(Fig. 26D).

Ces resultats suggérent que I’IL-18 est un médiateur présent dans le modéle de co-

culture entre éosinophiles et Colo-205.
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Figure 26 : Expression de I’'IL-18 dans les éosinophiles et les Colo-205.

(A) L’expression de I’ARNm de I’'IL-18 est analysée dans les éosinophiles humains (n=11) et les Colo-205 (n=6)
par RT-PCR quantitative (2 expériences indépendantes). (B) Histogrammes représentatifs de 6 (pour les
éosinophiles) ou 3 (pour les colo-205) expériences indépendantes de cytométrie en flux, montrant 1’expression
intracellulaire de I’IL-18. Les cellules marquées avec 1’anticorps sont représentées par la ligne rouge. L’isotype
contrdle est indiqué en noir. (C et D) Changement de I’expression de ’ARNm de I’IL-18 dans les éosinophiles,
en présence ou non de Colo-205 (C) ou dans les Colo-205 en présence ou non d’éosinophiles (n=6) (2
expériences indépendantes). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Le test statistique de Wilcoxon a
été utilisé * p< 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001, NS : non significatif.

2. I’IL-18 contribue a la cytotoxicité des éosinophiles vis-a-vis des

Colo-205

Une variation de I’expression de 1I’[L-18 ayant ét¢ observée dans le modele de co-
culture entre €osinophiles et Colo-205, nous avons évalué son implication dans 1’activité
tumoricide des éosinophiles. Par cela, nous avons bloqué son action par 'utilisation d’un
anticorps neutralisant anti-IL-18 et de I’IL-18BPa (IL-18 Binding Protein a), un inhibiteur
naturel de I’IL-18.
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Quel que soit ’inhibiteur de I’IL-18, nous avons observé une diminution significative
dose-dépendante de la mort des Colo-205 induite par les éosinophiles (Fig. 27A, 27B). Pour
I’anticorps neutralisant, la mort cellulaire diminue de pres de 50% a la dose de 10 pg/ml apres
1.5h de co-culture. L’affinité de I’IL-18 pour I’IL-18BPa est plus importante que celle-ci pour
I’IL-18Ra. Méme a une faible concentration, cette protéine diminue de 28% la cytotoxicité

des ¢osinophiles envers les Colo-205 pour atteindre 50% aux concentrations les plus élevées.
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Figure 27 : Implication de I’TL-18 dans la cytotoxicité des éosinophiles
(A et B) La mort des Colo-205 induite par les éosinophiles avec un anticorps neutralisant anti-IL-18 (n=16) (A),
ou avec I'IL-18 BPa (n=5) (B). (C et D) La distinction entre apoptose (cellules Annexine V' / IP °) et nécrose
(cellules annexine V' / IP") a également été faite (n=7-5). Les données ont été obtenues aprés 1.5h de co-culture
a un ratio E:T de 25:1. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Le test statistique de Wilcoxon a été
utilisé * p< 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001, NS : non significatif.

Lorsque I’on s’intéresse aux différents types de mort cellulaire, 1’inhibition de 1’IL-18,
par ’anticorps neutralisant ou 1’IL-18 BPa, diminue drastiquement I’apoptose des Colo-205

induite par les éosinophiles de 71% et de 65% respectivement (Fig. 27C, 27D). A DI'inverse,
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cette inhibition n’induit aucun changement des taux de nécrose observés, aux concentrations
et temps d’incubation utilisés (Fig. 27C, 27D).

Ces reésultats suggerent que I’IL-18 est impliquée dans I’activité cytotoxique des

éosinophiles vis-a-vis des Colo-205.

3.L’IL-18 n’induit pas directement la mort des Colo-205

Afin de déterminer si I’IL-18 est capable d’avoir un effet direct sur la mort cellulaire
des Colo-205, nous avons évalué, dans un premier temps, I’expression de I’IL-18R sur les
Colo-205 par cytometrie en flux. Tout comme les éosinophiles, ces cellules expriment aussi
bien I’IL-18Ra que I’IL-18Rp en condition basale (Fig. 28A).

Lorsque les Colo-205 sont stimulées avec de I’IL-18, en absence d’éosinophiles, aucune
variation de la mort cellulaire des Colo-205 n’a été observée, a tous les temps testés
(Fig.28B). En discriminant I’apoptose et la nécrose, les mémes constatations ont été faites
(Fig. 28C).

Ces résultats suggérent un effet indirect de I’IL-18 dans la mort cellulaire des

éosinophiles.
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Figure 28 ; Effet direct de I’IL-18 sur de la mort cellulaire des Colo-205

(A) Histogrammes représentatifs de 1’expression de I’'IL-18Ra et de I’'IL-18Rp a la membrane des Colo-205 par
cytométrie en flux (n=3). (B) Etude de la mort cellulaire des Colo-205 apres incubation avec de I’IL-18 pendant
0.5, 1, 3 et 6h (n=5). (C) Discrimination de I’apoptose et la nécrose des colo-205 aprés stimulation par 1’'TL-18.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Le test de Wilcoxon a été fait. (n: nb d’expériences
indépendantes)

4. L’IL-18 est impliquée dans I’adhérence entre éosinophiles et Colo-
205

L’inhibition de I'IL-18 conduit a la seule diminution de 1’apoptose des Colo-205.
Précédemment, nous avons évoqué le fait qu'un contact cellulaire, généralement a 1’induction
de ce mécanisme de mort cellulaire, est nécessaire a la cytotoxicité des €osinophiles vis-a-vis
des Colo-205. De plus, I'IL-18 joue également un role dans la régulation de 1’adhésion
cellulaire (136). Nous avons donc cherché a déterminer si I’IL-18 est impliquée dans

I’adhésion cellulaire entre les €éosinophiles et les Colo-205.
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Figure 29 : L’IL-18 participe au contact entre éosinophiles et Colo-205.

(A et B) Effet de I’inhibition de I’TL-18 sur la liaison entre éosinophiles et Colo-205. Les Colo-205 PKH26" et
les éosinophiles CFSE" sont co-incubés a 37°C pendant 1.5h a un ratio E:T de 5:1 en présence d’IL-18 BPa
(10pg/ml). Le contact entre les deux types cellulaire est déterminé par la population cellulaire double positive.
Les pourcentages sont déterminés pour (A) la liaison des Colo-205 aux éosinophiles et (B) la liaison des
éosinophiles aux Colo-205 (n=5). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Le test statistique de
Wilcoxon a été utilisé * p< 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001, NS : non significatif. (n: nb d’expériences
indépendantes)

Apres ajout d’IL-18BPa dans le modele de co-culture €osinophiles / Colo-205, a un
ratio E:T de 5:1, nous avons mesuré les pourcentages de liaison entre ces cellules apres 1.5h
d’incubation. L’inhibition de I’IL-18 avec I’IL-18BPa induit une diminution significative de
cette interaction cellulaire (Fig. 29A, 29B). En effet, la liaison des Colo-205 est inhibée de 28
a 45% dans ces conditions, selon les concentrations utilisées (Fig. 29A). Lorsque 1’on
s’intéresse a la liaison des ¢osinophiles aux Colo-205, une diminution encore plus importante
est observée. L’addition de I’IL-18BPa entraine une diminution de 59 a 69.5% de ce contact

(Fig. 29B).

Ces résultats suggérent que I’IL-18 est impliquée dans ’adhésion entre éosinophiles et

Colo-205.

5.L’IL-18 régule CD11a et ICAM-1

Etant donné I’implication de I’'IL-18 dans 1’adhérence entre éosinophiles et Colo-205 et

I’expression de I’IL-18R sur ces deux types cellulaires, nous avons ensuite analysé, par
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cytométrie en flux, ’effet de I’IL-18 sur I’expression des molécules d’adhérence participant
au contact entre éosinophiles et Colo-205, déterminées précédemment : CDI11la, CDIS,

ICAM-1 et JAM-A.

Sur les Colo-205, I’incubation avec de I’IL-18 recombinante pendant 1.5h conduit a une
augmentation de I’expression membranaire d’ICAM-1 (Fig. 30A) alors qu’aucun changement

dans I’expression de JAM-A n’a été observé (Fig. 30B).

Sur les éosinophiles, I’IL-18 entraine une forte régulation du CD11a, qui est augmenté
de plus de 50% (Fig. 30C). Dans une moindre mesure I’IL-18 induit également une

augmentation de I’expression membranaire du CD18 (Fig. 30D).

Ces résultats suggérent que I’IL-18 agit sur les éosinophiles et les Colo-205 en régulant

positivement I’expression des molécules, a la fois sur les cellules effectrices et les cellules

cibles.
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Figure 30 : L’TL-18 régule positivement I’expression d’ICAM-1 et de CD11a.

Les €osinophiles et les Colo-205 sont incubés pendant 1.5h a 37°C avec de I’'IL-18 recombinante. Les données
de cytométrie montrent 1’expression membranaire sur les Colo-205 d’ICAM-1 (A) et de JAM-A (B) et sur les
éosinophiles de CD11a (C) et CD18 (D). Les %AMFI sont représentés. Les résultats sont exprimés par la
moyenne + SEM (n=4, nb d’expériences indépendantes). Le test statistique de Wilcoxon a été utilisé¢ * p< 0.05;
**p <0.01; ¥** p <0.001, NS : non significatif.
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6. Les éosinophiles expriment ’inflammasome NLRP3

La pro-IL-18 nécessite d’étre clivée pour étre ensuite libérée sous forme active (112).
Ce clivage se fait principalement par la caspase-1, elle-méme clivée en forme active lors de la
formation d’un complexe multi-protéique, I’inflammasome (117). Celui-ci est composé d’un
récepteur de la famille des NLR, de I’ASC et de la caspase-1. L’inflammasome le plus étudié
actuellement est I’inflammasome NLRP3. Celui-ci est d’autant plus intéressant qu’il semble
également étre impliqué dans I’immunité anti-tumorale vis-a-vis du cancer du cdlon
(187,188,263). Sa présence dans les éosinophiles ou les Colo-205 n’est actuellement pas

connue, nous avons donc cherché a déterminer si ces cellules I’expriment.
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Figure 31 : Présence de I’inflammasome NLRP3 dans les éosinophiles humains

(A et B) Figures représentatives de 1’expression du NLRP3 dans les éosinophiles et les Colo-205 par RT-PCR
(n=4) (A) et marquage intracellulaire de cytométrie en flux (n=8) (B). (C) Evaluation de la présence de I’ASC et
de la caspase-1 dans les éosinophiles par RT-PCR quantitative (n=12).
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Nous avons pu mettre en évidence la présence du NLRP3 chez les éosinophiles humains
par RT-PCR et cytométrie en flux (Fig. 31A, 31B). Au contraire, nous n’avons pas observé la
présence de ce récepteur chez les Colo-205 (Fig. 31A). Ces données ont été confirmées par la

technique de RT-PCR quantitative.

L’inflammasome étant un complexe multiprotéique, nous nous sommes ensuite
intéressés aux autres éléments de celui-ci. Par RT-PCR quantitative, nous avons observés la
présence de I’ARNm a la fois de I’ASC et de la capsase-1 chez les éosinophiles humains (Fig.
31C).

Ces résultats suggerent la présence de I’inflammasome NLRP3 dans les éosinophiles.

Ce dernier resultat ouvre de nouvelles perspectives quant a I’éventuelle implication de

cet inflammasome dans I’immunité anti-tumorale des éosinophiles vis-a-vis des Colo-205.

IVV. Conclusion de la partie expérimentale

Au cours de ce travail, nous avons pu mettre en évidence que les éosinophiles humains
sont doués d’une capacité tumoricide vis-a-vis de plusieurs lignées cellulaires tumorales.
Celle-ci est particulierement élevée envers les Colo-205, cellules de carcinome du cdlon chez
lesquelles les éosinophiles induisent leur apoptose et nécrose, par un mécanisme impliquant

notamment un contact cellulaire via la liaison LFA-1 et ICAM-1.

Nous avons également identifié un nouveau médiateur moléculaire, L’IL-18, impliqué
dans cette activité cytotoxique, notamment en favorisant le contact entre éosinophiles et Colo-
205. Cette cytokine est également capable de stimuler les éosinophiles en induisant la
libération de nombreux médiateurs et I’expression de FasL. L’implication de ces molécules

cytotoxiques reste a étre démontrée dans ce modele (Fig. 32).
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Figure 32 : Schéma récapitulatif de la partie expérimentale
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Notre étude avait pour but de développer les connaissances actuelles sur les propriétés
anti-tumorales des éosinophiles humains, notamment dans le contexte du cancer du colon, par
I’étude des mécanismes moléculaires mis en jeu dans I’activité cytotoxique anti-tumorale de

ces cellules.

Nos résultats montrent tout d’abord que les éosinophiles sont capables d’induire in vitro
la mort cellulaire de plusieurs lignées tumorales humaines suggérant donc leur implication
dans I’immunité anti-tumorale (point 1). L’adhérence, avec I’implication de LFA-1 sur les
éosinophiles et d’ICAM-1 sur les Colo-205, semble notamment avoir un rdle prépondérant
dans cette activité (point 2). Nous avons également pu observer une réelle hétérogénéité
fonctionnelle de ces cellules, que ce soit selon les différentes lignées cellulaires ou selon le

statut des donneurs (point 3).

Dans notre modéle, I’IL-18 semble étre un nouveau médiateur favorisant la cytotoxicité
anti-tumorale des éosinophiles. Cela souléve alors la question de I’'implication des
inflammasomes ainsi que des molécules et recepteurs impliquées dans la libération de I’IL-18,
dans ce contexte (point 4). Enfin, nous nous intéresserons au réle des éosinophiles en

thérapeutique (point 5).

Point 1 : Immunité anti-tumorale et éosinophiles

- Role des éosinophiles dans I’'immunité anti-tumorale: immunosurveillance,

clairance et remodelage

Dans ce travail, nous nous sommes intéresses au potentiel cytotoxique des éosinophiles
humains, dans un modéle in vitro, vis-a-vis de quelques lignées cellulaires tumorales
humaines et plus particuliéerement d’une lignée de carcinome du cdélon, les Colo-205.
Cependant, ces cellules pourraient intervenir dans I’immunité anti-tumorale également par
leurs autres fonctions telles que leur capacité d’immuno-régulation ou de remodelage
tissulaire. La question du stade de la pathologie pendant lequel s’effectue le recrutement des
éosinophiles peut également étre posée: les éosinophiles participent-ils a

I’immunosurveillance ou sont-ils des cellules effectrices terminales ?
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Eosinophiles et immunosurveillance

Au début du XXeme siécle, Paul Ehrlich fit le premier a suggérer que le systeme
immunitaire était capable de reguler le développement tumoral, et donc de protéger I’héte des
pathologies néoplasiques. L hypothése d’immunosurveillance flt ensuite décrite par Burnet et
Thomas (203). Cependant, les individus immunocompétents développent également des
cancers. Ce fait a été expliqué par la démonstration que le systeme immunitaire participe aussi
a la protection vis-a-vis des tumeurs mais également sélectionne certaines tumeurs présentant
une faible tumoriginicité, contribuant ainsi a promouvoir la croissance tumorale. Ces
constatations ont abouti a abandonner I’hypothése d’immunosurveillance pour le concept de
« cancer immunoediting » (194). Ce dernier est un processus dynamique composé de trois
phases : une premiere phase d’élimination (correspondant a I’immunosurveillance), une phase
d’équilibre et une derniére phase d’échappement. La phase d’élimination est considérée

comme compléte lorsque toutes les cellules cancéreuses sont complétement éradiquées.

Plusieurs études ont placé les éosinophiles en premiére ligne de défense contre le
développement tumoral, contribuant ainsi a la phase d’élimination. En effet, une étude
épidémiologique a démontré que le nombre d’éosinophiles sanguins était inversement corrélé
a I’incidence du cancer du célon (216). Dans une étude visant a étudier la localisation de
I’éosinophilie tissulaire dans un modeéle de melanome murin, il a été observé que cette
infiltration était un phénomene trés précoce et persistant au cours de la pathologie (233). Le
role potentiel des éosinophiles dans I’immunosurveillance anti-tumorale a été également étaye
par une étude s’intéressant a I’incidence de fibrosarcome dans différents modéles animaux
génétiquement modifiés : (1) Souris IL-5 transgéniques (IL-5Tg) ayant un taux d’éosinophiles
élevé, (2) Souris Ccl11/ chez lesquelles le recrutement tissulaire des éosinophiles ne se fait
plus et (3) Souris AdbIGATA et Ccll1l/1I5/, déficientes en éosinophiles. L’incidence
tumorale est significativement diminuée chez les souris II-5Tg. A I’inverse les souris Ccl117/",
AdbIGATA et Ccl11/1157/ développent un grand nombre de sarcome (247).

Les mécanismes impliqués dans ces modeles n’ont pas eté déterminés, cependant la
capacité des éosinophiles a intégrer et a répondre aux signaux de dangers ainsi que leur
fonction cytotoxique supportent I’hypothése de leur implication dans la phase d’élimination

des cellules tumorales.
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Alarmines : Ces molécules, également appelés DAMPs, sont des signaux de dangers.
Leur libération se fait activement et rapidement par les leucocytes stimulés ou
passivement par les cellules nécrotiques (mais non apoptotiques). Les éosinophiles sont
capables de répondre a la stimulation par de nombreuses alarmines. Parmi elles, on peut
notamment citer I’effet anti-tumoral de I’IL-33 et de la HMGBL1.

- L’IL-33, est également une cytokine de la famille de I’lL-1 dont I’activité anti-
tumorale commence a étre reconnue. En effet, I’IL-33 diminue la croissance
tumorale en augmentant la sécrétion d’IFNy par les lymphocytes CD8" et les
cellules NK (264). Dans un modéle de cancer du c6lon, I’inactivation de I’lL-33
augmente la susceptibilité des souris a développer un cancer. Les éosinophiles et
les ILC2 semblent étre les principaux acteurs cellulaires de cet effet de I’1L-33
(239).

- Le role de la HMGBL reste plus controverse. En effet, la HMGB1 pourrait avoir
un réle pro-tumoral par induction de I’angiogenese par la stimulation du récepteur
RAGE (Receptor for Advanced Glycation End products) (265,266). Cependant,
cette alarmine pourrait également avoir un effet anti-tumoral, notamment en
stimulant la présentation antigénique des cellules dendritiques via le TLR4 ou le
TLR2 (267). 1l est a noter que les éosinophiles expriment tous ces récepteurs
(31,268).

Cytotoxicité : Nous avons vu précédemment que les éosinophiles exercent une fonction
cytotoxique importante notamment vis-a-vis des cibles tumorales. Celle-ci pourrait étre
médiée par de nombreux récepteurs :

(1) Récepteurs pour les fragments Fc des immunoglobulines (FcR). Les tumeurs

expriment des antigenes qui leur sont spécifiques (68). Aprés reconnaissance de ces
antigenes par des IgE ou des IgA, les éosinophiles pourraient induire une cytotoxicité
dépendante des anticorps (ADCC), comme décrite vis-a-vis des helminthes (269,270)

(2) TCRyd. Les lymphocytes yd ont une activité anti-tumorale largement reconnue (271).
Dans notre laboratoire, il a été mis en évidence la présence du TCRyd sur les
éosinophiles et son implication dans leur cytotoxicité anti-tumorale (36). Il est
intéressant de noter que, dans ce contexte, I’intervention de ce récepteur diminue au
cours temps de co-incubation entre éosinophiles et Colo-205 (272).

(3) TLR2 et TLRA4. Ces récepteurs de I'immunité innée, exprimés par les éosinophiles,

sont potentiellement impliqués dans I’ immunité anti-tumorale (273)
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(4) 2B4 et NKG2D. Ces récepteurs sont communs aux éosinophiles, aux lymphocytes yd
et aux cellules NK et leur implication dans I’immunité anti-tumorale est connue (274—
276).

Ainsi, les éosinophiles présentent toutes les caractéristiques permettant leur implication

dans la premiere phase d’élimination de la théorie du « cancer immunoediting ».

Eosinophiles et remodelage/réparation tissulaire

Une fois, les cellules tumorales éliminées, il se met en place un mécanisme, plus tardif,
de remodelage et de réparation tissulaire. Les éosinophiles pourraient également participer a
cette étape. En effet, ces cellules sont principalement retrouvées au niveau des zones de
nécrose des tumeurs (233). De plus, les cellules tumorales stressées et nécrosées sont capables
d’induire la migration des éosinophiles in vitro et in vivo (27,233). Le concept de « LIAR
hypothesis », défini précédemment (Cf § 1.4.5 p.18) permet d’expliquer cette fonction des
éosinophiles (20). Celle-ci pourrait notamment étre due aux différents facteurs de croissance
libérés par les éosinophiles (66) mais également aux propriétés ARNases des protéines
cationiques ECP et EDN (58).

Dans le cas du cancer du cbélon, I’éosinophilie tissulaire en fonction du stade de la
pathologie, ainsi que leurs fonctions pourrait étre déterminée in vivo dans différents modeles

animaux (cf. § ci-dessous).

- Limites de notre modéle in vitro

La caractérisation in vitro des propriétés de I’éosinophile activé est une étape essentielle
a la comprehension du role joué par ces cellules. Les méthodologies actuelles disponibles
pour caractériser I’éosinophile permettent de révéler les modifications morphologiques,
métaboliques, phénotypiques et fonctionnelles induites par I’environnement dans lequel se
trouvait la cellule in vivo avant son isolement. Les expériences in vitro offrent I’avantage de

travailler directement sur des cellules humaines mais possédent aussi leurs limites.
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Technique de purification

L’une des premiéres limites est liée a la technique d’isolement des éosinophiles. En
effet, les etapes de lyse osmotique ainsi que celles de purification de ces cellules peuvent
entrainer des modifications en induisant par exemple un stress cellulaire et un niveau basal
d’activation des éosinophiles purifiés. D’autre part, I’utilisation de la méthode de purification
par selection négative des éeosinophiles CD16  conduit a I’élimination des éosinophiles
CD16", population certes trés faible en quantité mais qui pourrait, au moins dans la maladie
allergique, représenter une sous-population fonctionnellement importante (277). Cependant, il
n’existe pas, a ce jour, d’autre technique de purification puisqu’aucun récepteur membranaire
spécifique aux éosinophiles n’a pu étre mis en évidence. Un autre parametre a prendre en
compte est le faible pourcentage d’éosinophiles sanguins, notamment dans le sang des sujets

sains, rendant difficile la purification et limitant le nombre d’expériences.

Eosinophiles sanguins et éosinophiles tissulaires

Il faut garder en mémoire que les éosinophiles sont des cellules a localisation
majoritairement tissulaire, les éosinophiles humains sanguins representant moins de 0.5% du
nombre total d’éosinophiles. Il existe de véritables différences phénotypiques entre ces deux
populations (278,279). En effet, les études réalisées sur les éosinophiles purifiés du sang
périphérique ne prennent malheureusement pas en compte I’influence du microenvironnement
tissulaire sur le phénotype membranaire des éosinophiles et sur leurs capacités activatrices.
Des techniques de purification d’éosinophiles tissulaires existent, notamment nasaux
(279,280). Cependant, la qualité de ces techniques en termes de pureté et de viabilité des
éosinophiles n’est pas satisfaisante pour effectuer des expériences fonctionnelles, comme
c’est le cas dans notre modele. Une alternative pourrait étre I’approche in situ par I’utilisation
de la microdissection au laser qui devrait permettre de mieux appréhender le réle des

éosinophiles tissulaires en tant que cellule effectrice et régulatrice de I’'immunité.

Modeles in vitro versus modeéles in vivo

Une autre alternative pour étudier le rble des eosinophiles dans un contexte
pathologique est I’utilisation de modéles animaux. La majorité des études in vivo utilisent des
modeéles de souris. Cependant, pour I’étude des éosinophiles, les modeles de rats semblent

plus relevants, avec cependant des difficultés pour se fournir en réactifs appropriés ou en
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modeéles génétiguement modifiés. En effet, il existe de réelles différences entre les
éosinophiles humains et de souris en termes de phénotype (249). Par exemple, les
¢osinophiles de souris n’expriment par le TCRyd, récepteur potentiellement impliqué dans
I’effet cytotoxique des éosinophiles humains (36). Un autre exemple est celui du FcaRI
(CD89), present sur les éosinophiles humains et de rats mais absent sur les éosinophiles de
souris (248).

Actuellement, quelques études in vivo étayent I’hypothése d’une participation des
éosinophiles a I’'immunité anti-tumorale. Cependant, ces études ne se sont intéressees qu’au
role indirect de ces cellules notamment aprés immunothérapie (94,239). Plusieurs modéles
existent pour (1) étudier le cancer du colon et (2) pour abolir, limiter ou augmenter la
population éosinophiles. La combinaison de ces modeles devrait permettre d’étudier le réle

direct de ces cellules dans cette pathologie.

- Modeéles de cancer du cblon chez le rat: Des modeles murins ont été developpés pour
mimer la pathologie humaine et caractériser le r6le de I’inflammation au cours du
développement du cancer du c6lon. Un des modeéles les plus utilisés pour mimer le
développement du CAC (cancer associé a une colite) repose sur I’administration d’un
carcinogéne, ayant un tropisme avéré pour le cbélon: I’Azoxyméthane (AOM),
ccompagnée de traitements répétés avec du Dextran Sodium Sulfate (DSS) (281). Un
autre modele est I’utilisation des rats Pirc, qui présentent des mutations sur le gene Apc
(Adenomatous polyposis coli). A la différence des modeles de souris présentant des
mutations du gene Apc, qui développent des tumeurs au niveau de I’intestin sans
distinction de sexe, les rats Pirc présentent une susceptibilité liée au sexe et une
localisation colique des tumeurs, caractéristiques retrouvées dans la pathologie humaine
(282).

- Modulation du nombre d’éosinophiles chez le rat: Les modéles génétiques déficients
en eosinophiles n’existent que chez la souris. Cependant, I’injection d’IL-5 seule ou
associee a du GM-CSF, facteurs nécessaire a I’éosinopoiése, permet d’induire une
éosinophilie. De méme, il est possible d’inhiber le recrutement de cette population par
injection d’un anticorps neutralisant anti-1L-5 (283). Une autre possibilité pour diminuer
le nombre d’éosinophile est I’injection d’un anticorps dirigé contre le siglec F, analogue
du siglec 8 humain, récepteur inhibiteur conduisant a I’apoptose des éosinophiles et
mastocytes (284).
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Point 2 : Adhérence cellulaire

- Adhérence et cytotoxicité des éosinophiles

Comme les lymphocytes ou les cellules NK, [I’adhérence cellulaire est souvent
impliquée dans la cytotoxicité anti-infectieuse ou anti-tumorale des éosinophiles. En effet, la
cytotoxicité des éosinophiles vis-a-vis de larves de Schistosoma mansoni fait intervenir, en
plus des FcR, des sélectines (269). Celles-ci reconnaissent des dérives sulfates et sialylés,
dont le Lewis X, présent sur le parasite. L’intervention d’intégrines dans la cytotoxicité des
éosinophiles a également été décrite. Par exemple, le CD11b reconnait le B-glucane du
champignon Alternaria alternata et induit la libération d’EDN et de MBP par les éosinophiles
(285). Dans I’immunité anti-tumorale, par des analyse de microscopie électronique, il a été
observé que les éosinophiles sont au contact des tumeurs et qu’ils sont dégranules, signe de
leur activation (240). Dans notre laboratoire, il a été démontré que la cytotoxicité des
éosinophiles, envers les colo-205, est dépendante de I’intégrine LFA-1 (CD11a/CD18) a la

membrane des e€osinophiles (250).

L’interaction entre LFA-1 et ses ligands, ICAMs 1-3 et JAM-A, conduit a la liaison de
leucocytes a leurs cellules cibles (259,286). Nos résultats ont mis en évidence que, en
condition basale, les Colo-205 expriment ICAM-1 et JAM-A. Ces deux ligands contribuent &
la liaison cellulaire mais seul ICAM-1 est impliquée dans I’activité cytotoxique des
éosinophiles sur les Colo-205. JAM-A est une glycoprotéine transmembranaire appartenant a
la super-famille des immunoglobulines. JAM-A est largement distribuée au niveau des tissus,
notamment au niveau du tractus gastro-intestinal (260). Cette protéine peut former des
hétérodimeres avec LFA-1 mais peut également former des homodimeres. Ces interactions
homophilique sont impliquees dans divers processus cellulaires dont I’adhésion cellulaire
(287). Cette liaison JAM-A/JAM-A pourrait également étre impliquée dans une interaction

Colo-205/Colo-205 dans notre modéle d’adhésion cellulaire.

- Ro6le d’ICAM-1 dans la cytotoxicité anti-tumorale

A la différence de JAM-A, ICAM-1, ligand connu de LFA-1 (259), et que cette
molécule d’adhérence est impliquée dans la cytotoxicité des éosinophiles. Bien que le role
d’ICAM-1 ait été incriminé dans la progression tumorale, notamment en favorisant les
métastases (288,289), de plus en plus d’etudes suggerent qu’ICAM-1, exprimé par les cellules

cancereuses, favorise la cytotoxicité anti-tumorale, notamment des cellules NK et des
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lymphocytes T (290). En effet, I’inhibition d’ICAM-1 par des anticorps neutralisants ou des
siRNA conduit a la diminution d’adhérence entre les lymphocytes ou les cellules NK et les
cellules tumorales ainsi qu’a la diminution de leur cytotoxicité (291-293). De la méme
maniere, une augmentation de son expression augmente la susceptibilité des cellules
cancéreuses a I’adhésion avec les leucocytes et donc a la cytotoxicité dépendante du contact
cellulaire (294,295). 1l semblerait qu’ICAM-1 soit également impliqué dans I’ADCC des
cellules NK (296).

- Modulation de I’adhérence par I’l1L-18

Nos résultats suggerent que I’implication de I’IL-18 dans la cytotoxicité anti-tumorale
des éosinophiles soit notamment due a une modulation de I’adhérence cellules cibles / cellules
effectrices. Nous observons, en effet, une augmentation de I’expression d’ICAM-1 sur les
Colo-205 et de CD11a sur les éosinophiles apres stimulation par de I’IL-18. Une étude
précédente a démontré que I’adhésion cellulaire était nécessaire a son activité anti-tumorale
(281). Le taux d’ICAM-1 sur des cellules tumorales humaines, obtenues apres chirurgie de
cancer de la vessie ou du rein, est corrélé avec I’infiltration leucocytaire dans ces tumeurs
(297). De plus, la stimulation de lignées cellulaires de carcinome de la vessie ou rénal par de
I’IFNy conduit a une augmentation de 1’expression d’ICAM-1 sur ces cellules (297). Cette
étude suggere que les cytokines, produites par I’infiltrat leucocytaire, pourraient influencer
I’expression d’ICAM-1 sur les cellules tumorales. La modulation de I’expression d’ICAM-1
par I’IL-18 a également été démontrée sur les monocytes et sur certaines cellules cancéreuses
(295,298,299).

Point 3 : Hétérogénéité des éosinophiles

- Plusieurs populations d’éosinophiles ?

Nous avons vu précédemment que les éosinophiles sont des leucocytes capables de
polariser la réponse immunitaire par la libération de cytokines de type Thl, Th2, Th17 ou
immuno-régulatrices comme I’IL-10. A I’instar des macrophages M1 / M2 (300), existerait-il
deux populations d’éosinophiles Eol / Eo2, hypothése envisagée un moment (301) ? En effet,
on pourrait imaginer I’existence de deux sous-populations stockant soit des cytokines de type
Th1, soit des cytokines de type Th2, une population prenant le pas sur I’autre selon les

stimuli. Cependant, des expériences de double marquage ont montré que toutes ces cytokines
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coexistaient dans les éosinophiles (302). Il semble donc que ce soit plutdt le milieu
environnant et la présence de ligands activateurs / inhibiteurs, se fixant aux différents
récepteurs, qui soient responsables du processus d’immuno-régulation (62), bien que les

mécanismes moléculaires n’aient pas encore été identifiés.

- Hétérogénéité fonctionnelle selon les donneurs

Dans notre étude, nous avons observé une importante hétérogenéité fonctionnelle selon
le statut de donneurs chez lesquels les éosinophiles ont été purifiés. En effet, les eosinophiles
de sujets allergiques semblent plus cytotoxiques que les éosinophiles des sujets « sains ». A

I’inverse, les éosinophiles des sujets SHE induisent moins de mort cellulaire des Colo-205.

Sujets allergiques

Nous avons vu précédemment en détail le concept d’Allergo-Oncologie (cf. § 111.2.4
p.52) baseé sur la relation positive entre allergie et cancer (251). Dans cette partie, nous nous
intéresserons donc plutdt aux hypothéses pouvant expliquer cette cytotoxicité accrue chez ces

éosinophiles.

(1) Il est possible que le contexte inflammatoire allergique sensibilise in vivo les
éosinophiles, les rendant plus a méme d’étre cytotoxiques vis-a-vis des cibles
tumorales. Cependant, nous avons testé I’effet modulateur de I’IL-5 et n’avons pas
remarqué d’effet significatif. Nous n’avons également pas observe d’effet apres
stimulation des éosinophiles par les allergénes correspondant a I’allergie du donneur.
Ce travail a notamment été effectué, en collaboration avec Caroline Stremnizer (PhD
international, Université de Vienne, Pr. Erika Jensen-Jarolim)

(2) Nous pouvons également envisager que les éosinophiles de donneurs allergiques
expriment a leur surface un récepteur particulier ou présente une expression
augmentée de certaines molécules. Par exemple, les éosinophiles expriment le FceRI
et de I’IgE cytophile est détectée sur les éosinophiles de patients allergiques (60).Un
mécanisme d’ADCC via le FceRI pourrait donc peut-étre intervenir. Nous avons
également montré que les patients allergiques ont un taux plus élevé de CD11a et de
CD18. Etant donné I’'importance de I’adhérence dans I’activité cytotoxique des

éosinophiles, cela pourrait étre un début d’explication pour cette hétérogénéite.
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(3) Il pourrait également avoir un effet des polymorphismes des protéines cationiques. S’il
est connu que certains polymorphismes entrainent une variation du contenu cellulaire
de PECP, ces polymorphismes n’ont pas été reliés a un statut allergique (53). En
revanche, on peut supposer que I’ECP des donneurs allergiques présente des
propriétés cytotoxiques supérieures a la moyenne, une corrélation ayant été retrouvée
entre un génotype particulier de I’ECP et la présence de désordres allergiques
(54,303). Concernant I’EDN, nous ne savons pas s’il existe une forme protéique plus
cytotoxique associée a I’allergie. D’un point de vue quantitatif, le stock intracellulaire

semble étre augmenté chez des donneurs asthmatiques (304).

Donneurs SHE

En général, nous avons confirmé que les éosinophiles issus de donneurs SHE sont
moins cytotoxiques vis-a-vis des Colo-205. Cependant, nous avons pu observer également
une hétérogénéité au sein de ce groupe. En effet, certains patients présentent une activité
cytotoxique supérieure a la moyenne établie sur le groupe de donneurs normaux. Le SHE est
une pathologie complexe constituée de plusieurs variants (myeloprolifératif,
lymphoprolifératif et idiopathique) et est tres hétérogene. Beaucoup de zones d’ombres
subsistent encore dans cette pathologie, notamment en ce qui concerne les différences de
gravité dans les signes cliniques attribuables peut-étre a un potentiel cytotoxique exacerbé ou

non de I’éosinophile.

- Hétérogénéité selon la cible tumorale

En accord avec les études épidemiologies montrant que la présence d’une TATE peut
étre soit associee a un facteur pronostique favorable, soit a un facteur pronostique
défavorable, nous avons observé une différence de cytotoxicité des eosinophiles selon la cible
tumorale. Les mécanismes environnementaux, cellulaires, moléculaires et génétiques sont tres
variables d’un type tumoral a I’autre. Il est donc extrémement compliqué de déterminer les

facteurs, certainement nombreux, expliquant cette hétérogenéité.
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Point 4 : 1L-18 et activité anti-tumorale des éosinophiles

Cette cytokine multifonctionnelle a un réle controversé dans I’immunité anti-tumorale
(180). D’un cOté, I’IL-18 facilite I’échappement des cellules cancéreuses au systeme
immunitaire par la régulation négative du CD70, augmente le potentiel métastatique et
favorise I’angiogenése par la stimulation de la production du CD44 et du VEGF (305). D’un
autre coté, IL-18 exerce un effet anti-tumoral par I’induction d’une réponse immunitaire vis-a-
vis des cellules cancéreuses, notamment dans le contexte du cancer du colon
(181,187,188,192,262). En plus de ces resultats obtenus chez des modeles murins, un essai
clinique de phase Il a montré que I’injection d’IL-18 est bien tolérée et induit, a elle-seule, des
effets anti-tumoraux lorsqu’elle est utilisée chez des patients ayant un cancer de stade avancé
(306).

Bien que la majorité des etudes se soient focalisees sur les lymphocytes et les cellules
NK dans ce contexte, I’implication des éosinophiles peut étre envisagée puisqu’ils expriment
I’IL-18R et répondent a cette cytokine (161,162). Dans ce travail, nous avons pu mettre en
évidence I’implication de I’IL-18 dans la cytotoxicité anti-tumorale des éosinophiles vis-a-vis
des Colo-205, notamment en favorisant le contact entre ces deux types cellulaires. Cependant,

de nombreuses questions restent en suspens.

- Immuno-régulation par I’lL-18

L’IL-18 est une cytokine immuno-régulatrice, capable d’induire la libération de
cytokines Thl, Th2 ou Th17 selon contexte cytokinique (137,142). En effet, en présence
d’IL-12, I’'IL-18 stimule la production d’IFNy et, en présence d’IL-2, elle conduit a la
production d’IL-4 et d’IL-13 (138,148). Cette cytokine augmente également le potentiel
cytotoxique des lymphocytes et cellules NK par I’augmentation de I’expression de FasL
(156,157).

Nous avons montré que I’IL-18, seule ou associée a I’IL-12, activent les éosinophiles
qui libérent de I’IFNy et sur-exprime FasL. Il serait donc d’intéressant d’évaluer I’implication
de ces molécules dans le modéle de cytotoxicité. Plusieurs études ont également évoqué une
action anti-tumorale d’une réponse de type Th2 dépendante des éosinophiles, notamment via
libération des protéines cationiques (199,200,203). De la méme maniere, nous pourrions tester

implication d’un environnement cytokinique de type Th2 sur la cytotoxicité des éosinophiles.
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- ROole des inflammasomes dans le cancer du cblon

L’IL-18 est produite sous forme de pro-IL-18 inactive, son clivage permettant sa
libération sous forme active. Cette activation se fait principalement sous la dépendance d’un
complexe multi-protéique, I’inflammasome (118). Celui-ci est composé de la caspase-1, de
I’ASC et d’un NLR. Il existe donc plusieurs types d’inflammasome selon le NLR qui le
compose. L’action de I'IL-18 dans le cblon est donc intimement liée a celle des
inflammasomes. Ceux-ci semblent avoir protecteur dans ce type de cancer puisque les souris

Caspl’/ et Asc’/” développent plus de tumeurs coliques que les souris WT (186-188).

NLRP3 inflammasome

Cet inflammasome est le plus étudié dans le cancer du c6lon et semble avoir un effet
protecteur (307,308). En effet, I’absence génétique du NLRP3 augmente la susceptibilité a
développer un cancer dans un modéle d’AOM + DSS (187,188). Le mécanisme par lequel cet
inflammasome régule la cancérogénése semble dépendant de I’IL-18 (187) et plus
particulierement de I’IL-18 libérée par les cellules hématopoiétiques (188). Bien que les
éosinophiles expriment cet inflammasome, la détermination de son implication dans leur

cytotoxicité est rendue difficile par le fait qu’il n’existe pas d’inhibiteur spécifique.

Autres inflammasomes

L’implication d’autres inflammasomes dans le cancer du cdlon a également été étudiée
avec les mémes conclusions. En effet une augmentation du nombre de tumeurs coliques ont
été observées dans des souris NIrp67/ (309), NIrc4/" (310) ou Nlrp127/ (311).

- Source d’IL-18 : éosinophiles ou colo-205 ?

Une autre question a résoudre est la détermination de la source cellulaire de I’lL-18. En
effet, nous avons pu mettre en évidence que les éosinophiles humains et les Colo-205
expriment ’ARNm de I’IL-18. La protéine est, quant a elle, seulement retrouvée dans les
éosinophiles. Cependant, ces phénotypages ont été effectués en conditions basales.
L’expression protéique de I’IL-18 par les Colo-205 pourrait nécessiter une stimulation

préalable.
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Cependant, une étude s’intéressant a I’expression de I’1L-18 et de la caspase-1 sur des
lignées cellulaires de carcinome du cblon (LoVo, LS-174T, Caco-2, SW480 et SW620) a
montré que si 4 de ces 5 lignées cellulaires exprimaient I’IL-18, aucune n’exprimait la
caspase-1. Concernant les Colo-205, nous avons fait les mémes constatations. La présence de
tous les composants de I’inflammasome dans les éosinophiles, suggérent qu’ils pourraient étre
la source de la libération de la forme active de I’IL-18. Cependant, on ne peut éliminer, pour
le moment, la possibilité d’un clivage intracellulaire indépendant de la caspase-1 ou un

clivage extracellulaire de cette cytokine, mécanismes décrits dans la littérature (119,122,123).

- Molécules et récepteurs conduisant a la libération d’1L-18

Le clivage de I’IL-18 nécessite la formation de I’inflammasome se produisant apres
activation cellulaire par différents ligands. Tous les inflammasomes sont actives par des
signaux infectieux. Cependant, seul I’inflammasome NLRP3 est activable par des signaux de
dangers endogenes ou environnementaux (DAMPS), tels que I’ATP ou I’acide urique, liberés
en cas de nécrose cellulaire (Fig. 33) (312). Ces mediateurs seraient donc particulierement

intéressants a tester.

L’activation du NLRP3 par I’acide urique se fait apres déstabilisation du
phagolysosome formé aprés phagocytose de ces cristaux. Les éosinophiles sont capables
d’internaliser ces molécules (313) induisant ensuite la libération de nombreuses cytokines, des
protéines cationiques et des «traps » (313,314). L’ATP extracellulaire agit quant a lui par
efflux de potassium lorsqu’il se lie au P,X7 canal échangeur d’ions (315). Nous avons pu
détecter ce récepteur a la membrane des éosinophiles, par cytométrie en flux.
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Figure 33 : Activation des inflammasomes
Figure importée de : http://www.invivogen.com/review-inflammasome

Point 5 : éosinophiles en thérapeutique anti-cancéreuse

- Protéines cationiques : molécules thérapeutiques ?

Les thérapies conventionnelles anti-cancéreuses utilisent souvent des composés exogeénes
pouvant étre trés immunogeénes. L’ECP et ’EDN sont des molécules endogeénes, donc moins
immunogenes, et naturellement cytotoxiques. On pourrait imaginer leur utilisation dans les
thérapies anti-tumorales. L’un des premiers problémes concerne la sélectivité ou I’adressage
de ces protéines. Pour pallier a cela, il serait possible de coupler des protéines avec des
molécules reconnaissant les récepteurs exprimés sélectivement par les cellules tumorales.
Cette stratégie a ét¢ évaluée in vitro, avec des résultats prometteurs, en conjuguant I’ECP et

de 'EGF (Epidermal Growth Factor), sur des cellules de cancer du sein sur-exprimant

I’EGFR (316).

Concernant ’EDN, il existe une EDN modifiée chez la femme enceinte, appelée (-4)
EDN, puisqu’elle comporte une extension de 4 acides-aminés (317). Celle-ci s’est révélée
cytotoxique vis-a-vis des cellules du sarcome de Kaposi (318). Ainsi, la synthése un peptide
mimant cette EDN modifiée pourrait étre une nouvelle piste pour la recherche de nouvelles

molécules anti-cancéreuses (319,320).
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- Place des éosinophiles dans I’ Allergo-Oncologie

Les éosinophiles pourraient étre une des cellules effectrices majeures dans le
mécanisme d’action de nouveaux anticorps monoclonaux de la classe des IgE ciblant les
antigenes spécifiques des tumeurs. Bien qu’actuellement, il n’existe pas encore d’anticorps de
cette classe sur le marché, ils présenteraient de nombreux avantages, décrits précedemment
dans le paragraphe introductif 111.2.4.3 (p.53). En effet, leur localisation principalement
tissulaire, leur forte affinité pour leur récepteur ainsi I’absence (ou dans tous les cas, non
décrite) de récepteurs inhibiteurs en font une potentielle classe thérapeutique séduisante
(254,255). De plus, il a été démontré dans des études in vitro et in vivo, leur supériorité vis-a-

vis des tumeurs comparées aux anticorps de la classe des IgG (256,257).

Ainsi, une collaboration avec I’équipe du Pr. Manuel Penichet (UCLA, USA) a été mise
en place afin de tester I’implication des éosinophiles humains dans I’ADCC médiée par les
IgE, par I'utilisation d’un anticorps anti-HER2/neu de la classe des IgE. Cet anticorps, cree
dans leur laboratoire, a déja montré son efficacité dans des modeles in vivo comparé au
trastuzumab (anti-HER2/neu 1gG1) (257). Dans un modeéle in vitro, nous allons tester I’effet
de cet anticorps sur la cytotoxicité des éosinophiles, issus de donneurs normaux ou
allergiques, vis-a-vis de lignees cellulaires sur-exprimant le proto-oncogene HER2/neu, les

SK-BR3 (carcinome du sein) et les Caco-2 (carcinome du c6lon).
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Les éosinophiles, dont la fonction a longtemps été restreinte a une activité effectrice
dans les infections parasitaires ou dans les maladies allergiques, sont en fait capables de jouer
également un réle dans la défense anti-tumorale et I'immunosurveillance. En effet, leur
localisation tissulaire, leur recrutement au sein de nombreuses tumeurs ainsi que leur potentiel
cytotoxique reconnu, sont autant d’arguments qui supportent le réle effecteur de ces cellules
dans I’immunité anti-tumorale. De par leur capacité a participer aussi bien aux réponses
immunitaires innées qu’adaptatives, les éosinophiles pourraient jouer un réle central dans tous
les stades de la pathologie, des plus précoces aux plus tardifs. Tout d’abord, ils sont capables
d’intégrer les signaux de dangers libérés par les cellules nécrotiques et d’y répondre
rapidement et sélectivement. Ils sont ensuite capables de recruter et d’activer les lymphocytes
T et B par leur fonction de cellules présentatrices d’antigéne et peuvent, en retour étre activés
par ceux-ci afin de participer a I’immunité adaptative en polarisant la fonction immunitaire.
Enfin ils peuvent également participer a la clairance des débris cellulaires au niveau des tissus
lésés. 1l en est de méme avec I’activation de leur fonction cytotoxique directe, due a leurs
grands nombre de médiateurs. Celle-ci peut étre induite par les alarmines, mais également par

un mécanisme d’ADCC.

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence I'implication de I’IL-18 dans la
cytotoxicité anti-tumorale des éosinophiles vis-a-vis d’une lignée cellulaire humaine de
carcinome du cblon, les Colo-205. Cette activité nécessite un contact entre les cellules
effectrices et les cellules cibles, impliquant LFA-1 sur les éosinophiles et ICAM-1 sur les
Colo-205. L’IL-18 intervient dans ce phénoméne en régulant positivement ces molécules
d’adhérence et donc en favorisant la cytotoxicité des éosinophiles, dépendante de ce contact.
Bien que la relevance in vivo de ces nouvelles capacités pour les éosinophiles nécessite d’étre
démontrée ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans la participation des

éosinophiles a I’'immunité anti-tumorale.

La détermination des mécanismes impliqués dans un type de cancer donné pourrait
conduire a considérer de nouvelles perspectives thérapeutiques, notamment en induisant
I’activation des éosinophiles par I’utilisation d’agonistes de leurs récepteurs par exemple. A

moins long terme, il serait également envisageable d’utiliser des anticorps monoclonaux de la
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classe des IgE afin d’activer les cellules ayant le FceR a leur surface, dont et principalement
les éosinophiles.

Les polynucléaires éosinophiles sont donc des cellules tout a fait particulieres, par leurs
fonctions effectrices et régulatrices dans des situations d’homeostasie et de pathologies.
Encore aujourd’hui, la grande majorité des etudes considére les éosinophiles comme des
cellules purement néfastes. Cependant, a la vue des résultats présentés dans cette these, il est
nécessaire de reconnaitre leurs roles benéfiques, non seulement dans I’immunité

antiparasitaire, mais également dans I’immunité anti-tumorale.
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