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Résumé

Résumé

A mon retour en France, jai rejoint le groupe du Dr Frangois Trottein dont la thématique
principale était I'étude des conséquences immunologiques des relations héte/pathogéne dans un
modele de maladie parasitaire, la schistosomiase. Cette helminthiase est caractérisée par une
réorientation de la réponse immune d’un profil Th1 vers un profil Th2 au moment de la ponte des
ceufs par le parasite. Je me suis investie dans I'étude des mécanismes immunologiques
conduisant au développement d’une réponse Th2 en phase aigué de l'infection, cette réponse

étant a I'origine de la pathologie.

Nos travaux ainsi que ce de la littérature ont clairement démontré l'importance des
glycoconjugués de schistosoma mansoni dans l'induction de la réponse Th2. Nous avons ainsi
identifié¢ des glyco-épitopes, le core-fucose et le core-xylose, en partie responsables de la
réponse Th2 au cours de linfection. Par ailleurs, I'extréme richesse du schistosome en
glycoconjugués de type glycosphingolipides, représentait un argument de poids pour étudier une
éventuelle implication de la molécule CD1d, connue pour interagir avec des structures
hydrophobes de type lipidique, dans le développement de la schistosomiase. Nos travaux ont pu
montré pour la premiére fois, dans le modéle de la schistosomiase, I'implication de cette

molécule dans le développement d’une réponse immune adaptative de type Th2.

Ces derniéres observations nous ont conduit logiquement a nous intéresser aux
lymphocytes T CD1d-restreints, communément appelés lymphocytes T Natural Killer (NKT).
Cette population hétérogéne de lymphocytes T non-conventionnels est principalement composée
de 2 sous populations : les lymphocytes NKT dits invariants ou iINKT et les lymphocytes NKT dits
non-invariants ou non-iNKT. L’infection de souris déficientes en iNKT (Ja.18KO) ou déficientes en
iNKT et non-iINKT (CD1dKO) montre que ces 2 types cellulaires semblent exercer des fonctions
différentes sur la réponse immune au cours de la schistosomiase, les INKT favorisant la

différenciation des lymphocytes Th1 et les non-iNKT celle des lymphocytes Th2.

Nos études réalisées jusqu’a présent nous conduisent maintenant a orienter nos projets
futurs vers I'étude du mode d’activation des iINKT et non-iNKT au cours de la schistosomiase et,
plus généralement, en réponse a des signaux de danger. Un intérét sera porté a la nature de la
cellule présentatrice d’antigenes (APC) dans I'activation des NKT. Bien que nos premiers travaux
montre une activation des NKT par les cellules dendritiques en réponse a certains stimuli
microbiens, dont le schistosome, des données de la littérature suggére qu’une autre population
d’APC pourrait étre capable d’activer les cellules NKT : les lymphocytes B de la zone marginale
(ou MZB). Notre projet consistera donc a étudier le réle des MZB dans l'activation des NKT en
réponse a des signaux de danger générés notamment au cours de processus infectieux (dont la

schistosomiase) ou autres pathologies inflammatoires.
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Parcours scientifique

Ayant suivie une formation initiale de Biochimie a I'Université Pierre et Marie Curie a
Paris, jai débuté mon parcours dans le domaine de I'lmmunologie en intégrant le DEA
d’Immunologie de I'Institut Pasteur de Paris. Mon stage de DEA a été effectué dans I'Unité
INSERM 25, dirigé par le Pr Jean Frangois BACH puis mon parcours s’est poursuivi par une
Thése de Doctorat dans I'Unité CNRS URA 1461 (Unité de recherche formée d’équipes
appartenant a I'Unité INSERM 25), dirigée par le Dr Mireille DARDENNE, sous la tutelle du
Dr Francoise LEPAULT. Je me suis intéressée aux mécanismes impliqués dans le
développement de linfiltration lymphocytaire du pancréas dans un modéle murin de diabéte

insulinodépendant (type I) : la souris NOD.

Résumé travaux de thése

Le diabéte insulinodépendant est la conséquence de la destruction sélective des
cellules B sécrétrices d’'insuline des ilots de Langerhans du pancréas. Lorsque mon travail de
thése a débuté, la nature des mécanismes moléculaires controlant le développement de
linfiltration des Tlots (appelé insulite) restait totalement inconnue. Le but de notre travail était
double : 1) Etudier la migration et la recirculation des lymphocytes dans les organes
lymphoides et le pancréas de la souris NOD et 2) Identifier les récepteurs de domiciliation et
les molécules d’adhérence impliqués dans la migration des lymphocytes, diabétogénes ou
non, vers ['ilot.

Notre étude sur les propriétés migratoires des sous-populations lymphocytaires dans
les organes lymphoides chez la souris NOD et différentes souches controles a montré (1)
qu’il n'existait pas d’anomalie spécifique a la souris NOD et (2) que le homing des
lymphocytes dans les organes lymphoides de souris était contr6lé par des mécanismes
spécifiques de souches (Faveeuw et al., 1994b) en plus des mécanismes spécifiques
d’organes et de sous populations déja décrits.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux mécanismes pouvant étre impliqués dans
le développement de linsulite. On a observé I'apparition de veinules endothéliales hautes
(HEV) au niveau des infiltrats insulaires ainsi que I'expression successive des adressines
mucosale et périphérique par ces HEV (Faveeuw et al., 1994a). Nous avons également
montré que linfilirat lymphocytaire était composé d'une forte proportion de cellules
mémoires/activées parmi lesquelles se comptent les cellules diabétogenes. Ces derniéres,
présentes dans la rate de souris agées de plus de 15 semaines et de souris diabétiques,
sont faiblement représentées dans les ganglions lymphatiques. En effet, les lymphocytes T
de ganglions lymphatiques transférent peu le diabéte chez des receveurs irradiés (Lepault et

al., 1993). Enfin, nous avons montré qu’au cours du développement spontané de la maladie,
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les lymphocytes naifs recirculent en permanence au sein de lilot et cette recirculation
implique la L-selectine et une intégrine alpha-4. Par contre, au cours du transfert de I'insulite
chez des receveurs irradiés la migration des lymphocytes dans [l'ilot implique uniquement
l'intégrine alpha-4, cette voie de migration favorisant ainsi I'entrée des cellules diabétogénes,
ceux-ci n’exprimant pas la L-selectine (Faveeuw et al., 1995).

Nos résultats nous ont conduit a émettre I’hypothése que les lymphocytes pouvaient
recirculer dans les ilots infiltrés en utilisant des mécanismes semblables a ceux décrits
jusqu’a présent pour I'entrée des lymphocytes dans les organes lymphoides.

Parallelement a mon projet de recherche, jai participé dans le laboratoire au
programme de recherche du Dr F. Saravia-Fernandez (post-doctorant), ou nous avons
étudié la localisation d’'un autoantigéne potentiel, la GAD (Glutamic Acid Decarboxylase),
dans le pancréas de souris NOD en fonction de la gravité de la maladie (Saravia-Fernandez
et al., 1996). Nos résultats suggéraient fortement que la GAD représentait un autoantigéne

de choix responsable du diabéte insulino-dépendant.

Les résultats que javais obtenus au cours de ma thése suggéraient une certaine
complexité dans les mécanismes utilisés par deux populations cellulaires différentes, en
'occurrence les lymphocytes T naifs et les lymphocytes diabétogénes (autoréactifs), pour
leur entrée dans les tissus périphériques. Afin de mieux appréhender les mécanismes
moléculaires impliqués dans I'extravasation des lymphocytes dans les tissus, j'ai décidé de
rejoindre, pour mon stage post-doctoral, le groupe du Dr Ann Ager a Londres, au National
Institute for Medical Research, dont la thématique principale était I'étude des bases

moléculaires de l'interaction lymphocyte-cellule endothéliale.

Résumé travaux du 1° stage post-doctoral

Le but de notre projet était double. D’'une part, identifier in vitro les molécules
d ‘adhérence impliquées dans I'adhérence et la migration transendothéliale des lymphocytes
T naifs et activés au niveau des HEVs. Pour réaliser ce travail, nous disposions de cultures
primaires de cellules endothéliales hautes (HEC), cellules qui forment les HEVs, issues de
ganglions lymphatiques de rat. D’autre part, étudier in vivo [limplication des
metalloprotéinases de la matrice extracellulaire (MMPs) dans la migration transendothéliale
des lymphocytes au niveau des HEVs des ganglions lymphatiques périphériques. Pour cela,
nous disposions dans le laboratoire d’inhibiteurs synthétiques des MMPs et également de

TIMP-1, un inhibiteur naturel.

Si la recirculation des lymphocytes activés/mémoires dans les ganglions restait un
sujet trés controversé lorsque nous avons débuté ce travail, notre étude montrait trés
clairement que les lymphocytes T activés pouvaient passer in vitro la paroi vasculaire des
HEVs, en utilisant soit le couple de récepteurs LFA-1/ICAM-1 ou le couple VLA-4/\VCAM-1

5
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(Faveeuw et al., 2000). Nous montrions également dans notre étude que les lymphocytes T
naifs étaient capables de traverser la paroi des HEVs en utilisant I'intégrine VLA-4, connue a
I'époque pour étre impliquée dans l'interaction lymphocyte-cellule endothéliale en conditions
inflammatoires. Notre étude apportait donc de nouvelles données a la compréhension des
mécanismes impliqués dans les interactions lymphocyte-endothélium vasculaire.

Parallélement a cette étude, nous avons également montré pour la premiére fois, un
réle in vivo des MMPs dans la migration transendothéliale des lymphocytes au niveau des
HEVs. En effet, l'utilisation d’'un inhibiteur synthétique des MMPs, Ro31-9790, nous a permis
de montré, en microscopie a fluorescence et confocale que chez des souris traitées avec cet
inhibiteur (1) les lymphocytes étaient concentrés au niveau des HEVs et trés peu se
trouvaient dans le tissu lymphoide et (2) que ces lymphocytes restaient bloqués au niveau
des cellules endothéliales des HEVs et non au niveau de la membrane basale (Faveeuw et
al., 2001). Ceci suggérait donc fortement un réle des MMPs dans l'interaction lymphocyte-
cellule endothéliale.

Enfin, pendant mon stage post-doctoral, j’ai également pu participer a un autre projet
dans le laboratoire qui a consisté a caractériser de nouveaux ligands de la L-sélectine (Derry
et al., 1999).

De retour en France, jai souhaité m’investir dans une toute autre thématique et jai
ainsi rejoint, a l'Institut Pasteur de LILLE, I'Unité INSERM 167, dirigée par le Pr André
CAPRON, puis I'Unité INSERM 547, dirigée par le Pr Monique CAPRON. Jai plus
particulierement travaillé dans le groupe de recherche animé par le Dr Frangois TROTTEIN,
dont la thématique principale était 'étude des conséquences immunologiques des relations

héte/pathogéne dans un modéle de maladie parasitaire, la schistosomiase

© 2008 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



HDR de Christelle Faveeuw, Lille 1, 2006
Introduction générale

Introduction générale

L’interaction hbéte/pathogéne repose sur un dialogue moléculaire permanent ou
s’exprime a la fois les stratégies de survie du pathogéne et les mécanismes de défense de
I'héte. Ce dialogue se traduit par un échange bidirectionnel de facteurs solubles et/ou
nécessite un contact direct entre les deux agents biologiques. Parmi les éléments du
dialogue, certains délivrés par I'agent pathogéne peuvent venir moduler ou altérer les

systémes biologiques de I'héte infecté, en particulier le systéme immunitaire.

L’agent pathogéne responsable de la schistosomiase ou bilharziose est un helminthe
trématode, le schistosome. Cette pathologie infectieuse représente la deuxieme endémie
parasitaire, aprés le paludisme, et affecte environ 200 millions d’individus dans le monde. Il
existe 5 espéces de schistosomes pathogénes pour 'lhomme et parmi celles-ci, schistosoma

mansoni, agent responsable de la bilharziose intestinale chez 'homme.

1 - Cycle de vie du parasite Schistosoma mansoni

Le cycle de développement fait intervenir deux hotes successifs: un héte
intermédiaire, qui est un mollusque d'eau douce, Biomphalaria glabrata (reproduction
asexuée du parasite) et un hote définitif vertébré (reproduction sexuée)(Figure 1). L’hbte
définitif est infecté naturellement au cours de contacts en eau douce par pénétration
transcutanée des larves infestantes, les furcocercaires. Au cours de la pénétration, la
furcocercaire subit des modifications morphologiques et biochimiques au niveau de la queue,
aboutissant a sa métamorphose en schistosomule. Deux a 4 jours aprés l'infection, les
schistosomules quittent la peau et gagnent le réseau sanguin. Entrainés par le flux sanguin,
les parasites rejoignent les poumons ou ils séjournent quelques jours, bloqués au niveau des
capillaires sanguins. Le schistosomule subit une maturation morphologique qui lui permet de
quitter les poumons et de gagner le systéme circulatoire péri-hépatique, ou il se différencie
en schistosome adulte male ou femelle sexuellement mature. La femelle atteint sa
maturation sexuelle dés lors qu’elle se loge dans le canal gynécophore du male, et le couple
migre alors vers le lieu de ponte, le plexus mésentérique, ou il se localise définitivement. A
ce stade, la femelle commence a pondre des ceufs en continu (jusque 300 par jour), dont
une partie est piégée dans les tissus (foie et intestins) ou ils forment des granulomes, a
I'origine de la pathologie. L’autre partie des ceufs est excrétée dans les selles. En eau douce,
les ceufs éclosent et libérent des miracidium, forme infestante pour I'héte intermédiaire.
Chaque miracidium se transforme en sporocyste primaire puis secondaire, chacun donnant
une furcocercaire. Les furcocercaires sont émises par le mollusque a des moments précis de

la journée, coincidant avec les périodes de contact aquatique des populations.
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En laboratoire, le cycle de vie de S. mansoni est maintenu en infectant successivement

I'héte intermédiaire, Biomphalaria glabatra, et I'n6te définitif, le hamster.

Schistosomule

Ver dulte

Manifestation
pathologique :
granulome bilharzien

RN Hote définitif :
humain

Furcocercaire

Cycle de
transmission

ol Miracidium

Hote intermédiaire :
mollusque d’eau douce

Figure 1 : Cycle de vie de Schistosoma mansoni. D’aprés Pierce et al. 2004

2 — La schistosomiase expérimentale murine : réponse immune

La réponse immunitaire, suite a l'infection par la plupart des parasites helminthes, se
traduit par la production des cytokines IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13, par la synthése d’IgE et
implication de cellules effectrices telles que les éosinophiles, les mastocytes ou encore les
basophiles, caractéristiques des réponses de type Th2 (Maizels et al., 2004) . La particularité
du schistosome réside dans le fait que les différents stades évolutifs du parasite induisent
des réponses immunes distinctes chez I'héte infecté, particulierement chez la souris (Figure
2). Lors de son séjour dans la peau, les schistosomules initient une faible réponse immune
ThO/Th1 alors que les ceufs, pondus par les vers adultes femelles, provoquent une forte
réponse Th2 responsable de la réaction granulomateuse se développant autour des ceufs.
En d’autres termes, la faible réponse ThO/Th1 qui se met en place en début d’infection, se

réoriente vers une forte réponse Th2 en phase aigué (au moment de la ponte des ceufs), et
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peut évoluer vers une réponse régulatrice a mesure que l'infection évolue vers la chronicité.
Cette particularité fait donc de la schistosomiase expérimentale murine un excellent modéle

d’étude des phénoménes d'immunomodulation.

Intensity of immune response

Weeks after —_—

infection

Chronic

Nature Reviews | Immunology

Figure 2 : Développement de la réponse immune au cours de l'infection. D’aprés Pearce et
al, 2002

A mon arrivée dans le groupe, nos objectifs étaient de comprendre les mécanismes (1)
mis en ceuvre par le schistosome pour échapper a la réponse immune (notamment en début
d’infection) et (2) régulant la réorientation de la réponse immune d’un profil de type ThO/Th1
vers un profil de type Th2, au moment de la ponte des ceufs dans le foie. Je me suis investie
dans la compréhension des mécanismes immunologiques a l'origine de la réponse Th2 en
phase aigué de l'infection et pour des raisons que je vais vous exposer ci-dessous, un intérét
tout particulier a été porté aux glycoconjugués et a leur réle potentiel dans I'induction de

cette réponse.

Parallélement a ce projet et suite aux travaux de notre groupe montrant que le
schistosome est capable, via la prostaglandine D, (PGD,), de contrdler la réponse immune
cutanée au cours des phases précoces de l'infection (Angeli et al.,, 2001), j’ai également
entrepris I'étude du mode d’action de la PGD, sur les fonctions des cellules dendritiques
(DCs) et linduction/régulation des réponses immunes. Cette partie du projet ne sera pas
développée dans ce manuscrit mais elle a néanmoins fait 'objet de plusieurs publications
issues du laboratoire ou bien de collaborations extérieures, celles-ci étant citées dans la

partie « Curriculum Vitae ».
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La schistosomiase : glycoconjugués parasitaires et

Immunomodulation

1- Introduction

Il'y a maintenant 15 ans, Pearce et coll. mettaient en évidence la réorientation de la
réponse immune d’un profil Th1 vers un profil Th2 au cours de l'infection de souris par le
schistosome (Pearce et al., 1991).Ces auteurs montraient également que des souris
immunisées par des cercaires atténuées par irradiation ne développent pas de réponse Th2.
Chez ces animaux, les schistosomules ne maturent pas en vers adultes et sont donc
incapables de pondre des ceufs. Par ailleurs, il a été montré que les antigénes de I'ceuf
(SEA, soluble egg antigen) induisent la production préférentielle d’'IL-4 et IL-5, alors que les
antigénes du ver adulte (SWAP, soluble worm antigen preparation) induisent la synthése
d’'IFN-y et IL-2, par des splénocytes de souris infectées a 6-8 semaines, moment coincidant
avec la ponte des ceufs (Grzych et al., 1991). Enfin, des souris infectées par des cercaires
unisexuées, provenant de linfection de mollusques par une seule larve miracidium, sont
incapables de développer une réponse Th2 en phase aigué de I'infection, par rapport a des
souris contréles normalement infectées. Ces travaux initiaux démontrent donc que I'ceuf du
parasite est responsable de linduction de la réponse Th2 au cours de linfection. Plus
récemment, Pearce et coll. ont montré que les ceufs du schistosome sont capables d’induire
de fortes réponses Th2 lorsqu’ils sont injectés a des souris naives, et ceci quelle que soit la
voie d’injection (Pearce, 2005).

A T'heure actuelle, les molécules parasitaires et les récepteurs de I'héte impliqués
dans ce phénoméne d'immunomodulation au cours de l'infection ne sont pas bien connus et
relativement peu de travaux on été consacrés a la caractérisation des éveénements précoces
de limmunité responsables de cette réponse Th2. Bien qu'un rdle crucial des
glycoconjugués de l'ceuf dans la polarisation de la réponse immune spécifique et non-
spécifique vers un profil Th2 ait été démontré, les mécanismes d’action de ces structures

glycaniques restent trés peu caractérisés.

2- Glycoconjugueés et réeponse Th2

Les glycoconjugués représentent de vastes populations de molécules dans lesquelles
des chaines oligosaccharidiques (ou glycanes) sont associées de fagon covalente soit a une
protéine pour engendrer des glycoprotéines soit un lipide pour engendrer des glycolipides
(dont les glycosphingolipides). Le schistosome produit de trés grandes quantités de
glycoprotéines, notamment N- et O-glycanes hautement fucosylés, ainsi que des
glyco(sphingo)lipides complexes. Les structures glycaniques présentes sur ce parasite
helminthe ont fait 'objet au cours de ces 10 derniéres années, de nombreuses études

10
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(Hokke and Yazdanbakhsh, 2005). Ce sont des approches de spectrométrie de masse qui
ont permis lidentification d’'une grande variété de motifs glycaniques sur Schistosoma
(mansoni et japonicum) mais également sur d’autres helminthes. Des études plus fines sur la
localisation de ces structures sucrées chez le schistosome, aux différents stades évolutifs du
parasite, ont pu également étre réalisées grace a l'obtention d’anticorps monoclonaux
spécifiques des glycanes précédemment identifiés par spectrométrie de masse. Bien que la
liste soit longue, les éléments glycaniques qui ont suscité un intérét tout particulier ces
derniéres années, sont présentés dans le tableau 1. Certains de ces éléments sont

spécifiques au genre schistosoma , tel que le pseudo Le’.

Abbreviation Structure
LN GalNAcfl=4GlcMACpI-E
LIdN-F ( 'rsl.\'A:[ﬂ-d(i]Er:l Acfl-R
Fucol=3
Le® Galfl=4GleNAcfh1-R
Fucol-3
polyLe® [-3Cralffl-4GlcNAchl-|y-R
Fucol=3

psendo Le¥ Galpl=4GleNAcfl=R

Fucoel=3 Fuccel-3
CAA =GEalNACl=[6GalNAcfil=]y-R

GleAP1-3" GleAp1-3"
F-LDMN fji}l.N AcPl-aGIlcMAChL-R

Fucoel-3
FLDN-F GalN Acfl=CeN Acil-R

Fucotl=3 Fucoela3
HexNAc=DE E]’n M A l-I-ﬂ-(}lii;Ya".L;[.'ul]]rR

Fuco]=3 Fucixl=3

i ra
si=bucie]al Fuciel=2
Mlanoe ] =6 -

core §2=3y] Xylfd=2Man[d 1-4G]c.\h"nclil-i'l"_-lcwi}ul.!ll-s'\*n
core d=Fuc  GleMAcfl-2Manc =3 Fucal-3

Tableau 1 : Eléments glycaniques de Schistosoma.
D’aprés Hokke et al, 2005

Les structures non protéiques ayant longtemps été considérées comme étant peu
immunogeénes, il est maintenant clairement établi au moins dans le contexte de la
schistosomiase, que des motifs glycaniques sont impliqués dans l'induction de la réponse

immune Th2.

2-1 Le déterminant trisaccharidique Lewis X
Ce sont les travaux de I'’équipe du Dr D. Harn a Boston qui ont tout d’abord montré
limportance d’'une structure fucosylée du schistosome, appelée Lacto-N-Fucopentaose Il

(LNFP 1Il) et contenant le déterminant trisaccharidique Lewis X (Figure 3), dans la
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polarisation de la réponse immune vers un profil de type Th2 au cours de linfection
(Velupillai and Harn, 1994; Velupillai et al., 1997). Le Lewis X représente un motif
d’adhérence également présent chez I'héte et particulierement exprimé au stade oeuf chez
le schistosome (Trottein et al., 1997). Bien que son rdle immunomodulateur ait été montré
(Okano et al., 2001), les mécanismes responsables de son effet adjuvant restent toujours
peu élucidés a I'heure actuelle. Il semble néanmoins que certaines populations cellulaires du
systéme immunitaire inné, telles que les lymphocytes B-1 présents dans le péritoine
(Velupillai et al., 1997), les macrophages F4/80°Gr1* (Terrazas et al., 2001), les DCs
(Thomas et al., 2003) et les cellules NK (Atochina and Harn, 2005) soient activées,
directement ou indirectement, par ce déterminant trisaccharidique.

Bien que l'ensemble des travaux effectués par I'équipe du Dr D. Harn permet
d’associer directement le déterminant ftrisaccharidique Lewis X au phénoméne
d’immunomodulation observé au cours de la schistosomiase, leur travail suggére également
le réle particulierement important du groupement fucose (associé en a1-3 au GlcNac), dans
'induction de la réponse de type Th2 (voir figure 1, encadré)(Okano et al., 2001). Cette
observation a également été faite par 'équipe du Dr M. Yazdanbakhsh en 2002 (Van der
Kleij et al., 2002b) ainsi que par notre groupe (voir ci-dessous). En effet, Van der Kleij et coll.
ont montré qu'un autre épitope glycanique comprenant 2 groupements fucose
(comparativement au méme épitope dépourvu de fucose) et présent uniquement sur les
glycoconjugués des ceufs du schistosome, le LDN-DF (voir tableau 1), induisait une trés forte
production de cytokines (tel que I'lL-10) par les cellules mononuclées du sang humain,
confirmant donc I'importance de la fucosylation des structures glycaniques dans l'induction
de la réponse immune. Les travaux de notre groupe ont également permis l'identification
d'un autre déterminant saccharidique comprenant entre autre un groupement fucose,

impliqué dans le développement de la réponse Th2 au cours de l'infection.

2-2Les glyco-épitopes core fucose et core xylose

Parallelement aux structures décrites ci-dessus (le LNFP lll/Lewis X et LDN-DF), les
premiers travaux de Khoo et coll. suggeéraient un rbéle éventuel de 2 autres motifs
glycaniques, les core fucose et core xylose (voir ci-dessus, Tableau 1), dans
limmunomodulation observée au cours de la schistosomiase. En effet, les auteurs
montraient une expression de ces 2 glyco-épitopes par le schistosome (Khoo et al., 2001).
Par ailleurs, ces 2 motifs exprimés par le schistosome, sont également retrouvés sur de
nombreux allergénes du régne animal (insecte) et végétal et semblent étre a I'origine de
nombreuses allergies alimentaires (fruits, farines) et respiratoires (pollen)(Garcia-Casado et
al., 1996; van Ree et al., 2000; Wilson et al., 1998). Bien que leur rle dans les phases

effectrices de I'allergie ne soit pas encore démontré, les patients atopiques présentent un
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taux d’IgE anti-core fucose et anti-core xylose élevé. Nos travaux démontrent le réle de ces

deux épitopes dans l'induction de la réponse Th2 au cours de la schistosomiase (Article 1).

a- Article 1: résume des travaux

Cette étude, faite en collaboration avec I'équipe du Pr P. LEROUGE (Université de
Rouen) a nécessité dans un premier temps, la préparation au laboratoire d’anticorps
spécifiques des structures core fucose et core xylose. L'utilisation de ces anticorps a permis
de détecter, en immunofluorescence et immunohistochimie sur des coupes de parasites,
I'expression de ces 2 déterminants glycaniques aux différents stades du cycle évolutif du
schistosome, notamment au stade ceuf. Ce résultat a été confirmé par la mise en évidence
des activités enzymatiques de type core fucosyltransférase et core xylosyltransférase chez le
schistosome. Cette derniére approche a pu étre réalisée grace a une nouvelle technique de
synthése d’oligosaccharides (structures acceptrices) mise au point par I'équipe du Dr I.
WILSON (Université de Vienne, Autriche). Parallélement a ces approches in vitro, I'utilisation
de glycoprotéines témoins possédant ces motifs nous a permis de démontrer
'immunogénicité de ces structures chez la souris, le rat et 'Thomme (Bardor et al., 2003). De
la méme maniére, I'infection de souris par le schistosome provoque la formation d’anticorps
spécifiques d’isotypes IgM et IgG1, mais pas d’'lgG2a, suggérant ainsi leur aptitude a induire

une réponse de type 2.

b- Article 1: conclusions
Nous avons identifié de nouvelles structures glycaniques, le core fucose et le core
xylose, présentes chez le schistosome et capables d’induire, au moins en partie, une
réponse Th2 au cours de la schistosomiase. Ces motifs, présents sur de nombreux
allergénes, pourraient également avoir un réle potentiel dans les phases effectrices de

I'allergie.

En conclusion, 'ensemble des études décrites ci-dessus montre donc clairement
importance de certains glyco-épitopes dans le développement de la réponse Th2 au cours
de la schistosomiase. Cependant, le mode d’action de tels composés reste peu élucidé. I
semble néanmoins évident que, pour agir, une interaction entre ces motifs glycaniques et
des récepteurs de surface sur les cellules présentatrices d’antigénes (APC), surtout les DCs,
soit indispensable. En effet, les DCs sont les seules cellules capables d’initier une réponse
immune antigéne-spécifique. Parmi les récepteurs de l'immunité inné de I'héte, capables
d’interagir avec les glycoconjugués du schistosome, on retrouve les Toll Like Receptors (ou

TLR) et les lectines.
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Schistosome N-glycans containing core a3-fucose
and core 2-xylose epitopes are strong inducers of
Th2 responses in mice
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During murine schistosomiasis, egg-derived glycoconjugates play a key role in skewing the
immune response towards a Th2 phenotype. Among the candidates responsible for this
effect, complex-type N-glycans containing the core a3-fucose and core 32-xylose determi-
nants, two glycan epitopes found in some invertebrate- and plant-derived allergens, may be
important. Here, we show that core a3-fucose and core [2-xylose determinants are
expressed in the different developmental stages of Schistosoma mansoni, particularly in the
excretory-secretory systems of schistosomula and adult worms and in eggs deposited in the
liver. Glycosyltransferase assays confirmed the presence of core a3-fucosyltransferase and
core 2-xylosyltransferase activities in egg extracts. Using a model of immunization with
pulsed dendritic cells, we show that egg-derived glycoproteins containing the core a3-
fucose and core [32-xylose determinants generate a strong Th2-biased cellular response in
mice and that the glycan moieties of this extract are important in this effect. During murine
infection, these complex-type N-glycans induce a glycan-specific Th2 cellular response and
elicit T-dependent anti-core a3-fucose and anti-core 2-xylose IgG1 (a Th2-associated iso-
type), but not IgG2b (a Th1-associated isotype) Ab. Taken together, our results point out the

importance of core fucosylated/xylosylated N-glycans in the Th2 immune response during A P 11/02
; ; el eceive 7

murine schistosomiasis. Revised 14/2/03
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1 Introduction

Murine schistosomiasis is characterized by a gradual
switch from a predominant Th1 cytokine response
(before the egg laying) to a Th2-dominated response, an
event that favors the formation of granulomas around
viable eggs in the liver [1, 2]. It is now clearly established
that egg-derived glycan structures play a key role in this
immunological phenomenon [3, 4]. Among them, glyco-
conjugates containing a fucose a.3-linked to GIcNAc (Gn)
residues may be important. For instance, the lacto-N-
fucopentaose lll, which contains the Lewis X trisaccha-
ride [Galpf1-4(Fuca1-3)Gn], exerts immunomodulatory

[DOI 10.1002/¢i.200323717]

Abbreviations: Gn: GIcNAc PLA2: Phospholipase A2
MALDI-TOF MS: Matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry SEA: Soluble
egg Ag HRP: Horseradish peroxidase
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function during infection [5-7], probably by activating
cells of the innate immune system [8]. Moreover,
although the Lewis X epitope is also expressed by host
cells, it triggers a strong Ab response in mice and
humans infected by Schistosoma mansoni [9, 10]. More
recently, complex-type N-glycans possessing core a3-
fucose and core P2-xylose determinants have been
detected in Schistosoma [11-13]. The localization of
these core fucosylated/xylosylated glycans within the
parasite has, however, not been examined. Moreover, for
the reasons explained below, these core a3-fucosylated
and core 32-xylosylated N-glycans may be important in
the outcome of the immune response during schistoso-
miasis infection.

The core a3-fucose and core 2-xylose determinants are
found on many other invertebrate- and plant-derived
complex-type N-glycans [Mans(Xyl)FucGn,]. In plants,
the Man;Gn, N-glycan core common to all eukaryotes is
substituted by p2-linked xylose and/or a3-linked core

0014-2980/03/0505-1271$17.50+.50/0
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3- Glycoconjugués et TLR

Les TLRs présents chez les mammiféres, sont les homologues de la protéine Toll
décrite chez la drosophile. Les TLR font partie de la famille des PRR (Pattern Recognition
Receptors) capables de reconnaitre des structures moléculaires bien conservés au sein des
agents pathogeénes, les PAMP (pathogen-associated molecular patterns). A I'heure actuelle,
dix TLR ont été décrits chez la souris et exprimés principalement par les leucocytes
(notamment APC) et les cellules épithéliales. Chaque TLR posséde une certaine spécificité
de ligand. L’interaction ligand-TLR entrainent la transcription de génes impliqués dans
linflammation et la réponse immune adaptative, ex: les cytokines, via une cascade
d’événements signalétiques cellulaires.

Certains PAMP du schistosome capables d’activer les TLR ont récemment été mis en
évidence. Une étude a montré que le lysophosphatidylsérine (lyso-PS), structure lipidique
caractéristique du schistosome, active les DCs via le TLR-2 et les polarise vers un profil Th2
(van der Kleij et al., 2002a). Ces DC sont alors capables de générer des lymphocytes CD4"
Th2 mais aussi des cellules T régulatrices productrices d’IL-10. Par ailleurs, I'équipe du Dr D.
Harn, travaillant sur le LNFPIII (voir ci-dessus), a montré que ce glycane active les DC via le
TLR-4 et les polarise vers une réponse Th2 (Thomas et al., 2003). Toutefois il est possible
que cette activation du TLR-4 résulte d’'une contamination du LNFPIII par du LPS car dans
notre groupe, il a été montré que la déficience en TLR-4 n’entraine pas de défaut de
synthése d’IL-12 et TNF-a par les DC en réponse aux ceufs du schistosome (Aksoy et al.,
2005). De plus, nous montrons clairement que les ceufs du schistosome n’activent par le
TLR-4 mais activent le TLR-3 via les ARN double-brin isolés de I'ceuf du schistosome.

Ainsi, il semble que le schistosome soit capable d’activer certains récepteurs de
limmunité innée, parmi lesquels les TLR. Cette caractéristique n’est pas spécifique a ce
pathogéne helminthe et d’autres parasites, tels que les nématodes filaires sont également
capables d’'activer certains TLRs, i.e. TLR4 (Goodridge et al., 2005).

Parallelement aux TLRs, les récepteurs lectiniques représentent une autre famille de

PRR potentiellement intéressante.

4- Glycoconjugués et lectines

Les lectines forment une famille hétérogéne de récepteurs qui reconnaissent
certaines structures oligosaccharidiques et ont donc la capacité d’interagir avec les
glycolipides, les glycoprotéines et les protéoglycanes. Elles jouent un role majeur dans de
nombreux processus biologiques et représentent notamment l'une des composantes
essentielles des cascades biochimiques intervenant dans les interactions entre cellules.
Certains de ces récepteurs lectiniques sont internalisés et d’autres ont la capacité de
transférer l'information de 'extérieur vers l'intérieur des cellules, suite a la fixation de leur

ligand.
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Plusieurs lectines ont été décrites comme étant capables d’interagir avec les motifs
glycaniques du schistosome, la plus connue étant une lectine de type C appelée DC-SIGN
(Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule 3 Grabbing Nonintegrin). Les
antigénes solubles de I'ceuf de S. mansoni se fixent & DC-SIGN avec une trés forte affinité et
cette liaison est largement inhibée par des anticorps spécifiques des motifs Lewis X et LDN-
F (voir tableau 1)(Appelmelk et al., 2003; van Die et al., 2003). DC-SIGN est également
capable d’internaliser des antigénes contenant le Lewis X (Appelmelk et al., 2003). Ainsi,
étant donné I'implication du déterminant Lewis X dans la polarisation de la réponse immune
vers une réponse Th2 au cours de la schistosomiase, nous pouvons supposer que
interaction Lewis X - DC-SIGN soit nécessaire a ce processus d’immunomodulation
observé au cours de l'infection. Les travaux de notre groupe suggérent que l'interaction de
DC-SIGN avec un ligand présent sur I'ceuf du schistosome (Lewis X ?) inhibe la voie de
signalisation TLR-3 dépendante sur les DCs et pourrait ainsi moduler/contrbler par ce
mécanisme d’action, la nature de la réponse immune adaptative (article en préparation). Ce
dialogue DC-SIGN/TLR a déja été identifié¢ dans le cas dinfection a mycobactéries
(Geijtenbeek et al., 2003) .

Plus récemment, une autre lectine a suscité un intérét tout particulier, la galectine-3.
Cette lectine de type S fixe le LDN (voir tableau 1), cet épitope étant exprimé par les ceufs
(surtout les coquilles) de S. mansoni (van den Berg et al., 2004). La galectine-3 a également
été identifiée in vivo dans un modéle de granulome, suggérant un réle éventuel de
linteraction LDN-galectine-3 dans la formation du granulome et peut-étre la réponse Th2,
celle-ci étant associée a la granulogénése, au cours de l'infection (van de Vijver et al., 2004).
A ce titre, les travaux récents de notre groupe montre l'implication de la galectine-3 dans le
développement de la pathologie puisque I'infection de souris déficientes pour la galectine-3
se traduit par une réponse Th1 augmentée associée a une pathologie moins sévére (Breuilh
et al, article en préparation).

D’autres lectines ont également été décrites comme pouvant reconnaitre certains
glycanes du schistosome mais des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer
qgu’elles puissent avoir un rdle important dans la réponse Th2 (ex : MGL, mannan binding
protein, surfactant protein SP-D)(Hokke and Yazdanbakhsh, 2005).

Suite a l'interaction ligand-lectine, I'initiation de la réponse immune Th2 nécessite un
contact ultérieur cellule dendritique-lymphocyte T. Une hypothése est que linteraction
glycane-lectine, telle que Lewis X - DC-SIGN, a la surface de I'APC, conduit (1) a
linternalisation de ce complexe (2) a la dégradation de l'antigéne, en l'occurrence une
glycoprotéine ou un glycolipide, puis (3) a la présentation antigénique au lymphocyte T.
Classiquement, la partie protéique des glycoprotéines est dégradée en peptides et ceux-ci

sont présentés aux Ilymphocytes T, via les molécules du Complexe Majeur
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d’Histocompatibilié (CMH), essentiellement le CMH de type Il. En revanche, la présentation
d’antigénes lipidiques et glycolipidiques est différente et implique chez la souris une

molécule apparentée aux molécules du CMH type I, appelée CD1d.

5- Glycoconjugués et CD1d
5-1La molécule CD1d

La molécule CD1d est une molécule présentatrices d’antigénes peu polymorphe
(Brigl and Brenner, 2004). CD1d est exprimée par la majorité des cellules hématopoiétiques
des tissus Ilymphoides primaires et secondaires: DCs, monocytes/macrophages,
lymphocytes B et T (Brossay et al., 1997). Elle est peu exprimée dans les organes non
lymphoides a I'exception du foie et de I'épithélium gastro-intestinal (Bleicher et al., 1990).
Les cellules qui expriment le plus fortement la molécule CD1d sont les lymphocytes B de la
zone marginale de la rate (Roark et al., 1998).

La poche trés hydrophobe de la molécule CD1d permettrait 'accés des chaines
acyles des antigénes amphiphiles de maniére peu spécifique, laissant les groupements
hydrophiles libres d’interagir trés spécifiquement avec le TCR des lymphocytes T. Cette
faible spécificité de linteraction antigéne/CD1d est nécessaire pour contrebalancer le
caractére non polymorphe de la molécule CD1d. En effet, une interaction hautement

spécifique limiterait leur aptitude de présentation a un trop petit nombre d’antigénes.

5-2 CD1d et réponse Th2
La mise en évidence de [I'extréme richesse du schistosome en structures
glyco(shingo)lipidiques représente le premier argument en faveur d’une éventuelle
implication de la molécule CD1d dans le développement de la réponse immunitaire innée et
adaptative. Ce sont les travaux de notre groupe qui démontre pour la premiére fois dans le

modéele de la schistosmiase, le réle du CD1d dans réponse Th2 (article 2).

a- Article 2 : résumé des travaux

Cette étude a été faite chez des souris Balb/c, le fond génétique de ces souris étant
connu pour favoriser les réponses de type Th2 (contrairement a la C57BI/6). Afin de tester
I’lhypothése du réle de la molécule CD1d dans l'induction des réponses de type Th2 au cours
de la schistosomiase murine, nous avons initialement utilisé un modéle de sensibilisation de
DCs. Aprés incubation de DCs avec des antigénes parasitaires et transfert (en i.d) chez des
souris receveuses, une analyse de la nature de la réponse immune induite au niveau des
ganglions drainant a été réalisée. Nous avons pu montrer que des DCs sensibilisées avec
les antigénes du stade oeuf (mais pas du stade cutané) provoque une forte réponse de type
Th2. La déglycosylation de cette derniere préparation n’entraine plus cette polarisation,

confirmant ainsi le réle des glycoconjugués dans ce phénomeéne. Suite a ce travail et en
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collaboration avec I'équipe du Dr L. VAN KAER (Vanderbilt Institute, Nashville), nous avons
abordé I'étude du role de la molécule CD1d dans ce mécanisme. Ainsi, I'utilisation de DCs
issues de souris déficientes en CD1d (CD1 KO) a permis de confirmer notre hypothése selon
laquelle le CD1d joue un réle clef dans l'induction de la réponse de type Th2 spécifique des
antigénes du stade oeuf. Nous avons ensuite étudié le role du CD1d dans le développement
de la réponse immune spécifique et dans la formation des granulomes au cours de
I'infection. Nos résultats démontrent que (1) les souris CD1d KO développent une réponse
de type Th2 réduite aprés oviposition, par rapport aux souris sauvages, et que (2) les souris
CD1d KO présentent des modifications importantes au niveau des granulomes (réduction de

l'infiltrat éosinophilique et du dépét de collagéne autour des ceufs).

b- Article 2 : conclusions
Nous avons ainsi montré que (1) la molécule CD1d était impliquée dans l'induction de
la réponse de type Th2 en réponse a I'ceuf du schistosome et (2) la molécule CD1d était

nécessaire a la mise en place d’'une réponse Th2 optimale au cours de la schistosomiase.

6- Conclusions

Les travaux cités ci-dessus souligne limportance des glycoconjugués dans
I'élaboration de la réponse Th2 au cours de la schistosomiase. Cette réponse Th2 n’est
néanmoins pas spécifique de la schistosomiase et des études sur d’autres modéles
d’helminthiases accentue [l'importance des déterminants saccharidiques sur le
développement de cette réponse. Enfin, a la vue des données bibliographiques sur ces
parasitoses a helminthes, il serait tout a fait tentant de penser que de telles structures
puissent également participer, au moins en partie a l'initiation de la réponse Th2 au cours

des pathologies allergiques.

La mise en évidence par notre groupe de l'implication de la molécule CD1d dans
I'élaboration d'une réponse Th2 optimale au cours de la schistosomiase nous a
progressivement et logiquement conduit a nous intéresser aux lymphocytes T CD1d-

restreints et a ainsi ouvert dans le groupe un nouvel axe de recherche.
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Antigen Presentation by CD1d Contributes to the
Amplification of Th2 Responses to Schistosoma mansoni
Glycoconjugates in Mice

Christelle Faveeuw,* Véronique Angeli,* Josette Fontaine* Charles M aliszewski,"
André Capron,* Luc Van Kaer,* Muriel Moser,® Monique Capron,* and Frangois Trottein®*

During murine schistosomiasis, thereisa gradual switch from a predominant Th1l cytokineresponseto a Th2-dominated response
after egg laying, an event that favors the formation of granuloma around viable eggs. Egg-derived glycoconjugates, including
glycolipids, may play a crucial role in this phenomenon. In this study, we used a model of dendritic cell sensitization to study the
role of egg glycoconjugatesin the induction of specific immune response to soluble egg Ag (SEA) and to investigate the possibility
that CD1d, a molecule implicated in glycolipid presentation, may be involved in such a phenomenon. We show that, when
captured, processed, and presented to naive T lymphocytes by dendritic cells, egg, but not larval, Ag skew the immune response
toward a Th2 response. Periodate treatment reversed this effect, indicating that the sugar moiety of SEA is important in this
phenomenon. Using DC treated ex vivo with a neutralizing anti-CD1d Ab or isolated from CD1d knockout mice, we show that
CD1d iscrucial in the priming of SEA-specific Th2 lymphocytes. We then evaluated the contribution of CD1d on the development
of the SEA-specificimmuneresponse and on the formation of the egg-induced liver granuloma during murine schistosomiasis. We
find that CD1d knockout mice have a reduced Th2 response after egg laying and develop a less marked fibrotic pathology
compared with wild-type mice. Altogether, our results suggest that Ag presentation of parasite glycoconjugatesto CD1d-restricted
T cellsmay beimportant in the early eventsleading to theinduction of Th2 responses and to egg-induced pathology during murine

schistosomiasis.  The Journal of |mmunology, 2002, 169: 906—912.

over 200 million people worldwide. The pathology of the

disease is associated with egg deposition in the liver and
intestines and is characterized by the formation of granulomas de-
veloping around viable eggs. In humans, granulomatous disease
may eventually lead to fibrosis, occlusion of the presinusoidal vas-
cular beds, and fatal portal hypertension (for review, see Ref. 1).
The host’ s response to soluble secretions from mature eggsis char-
acterized by an intense delayed-type hypersensitivity reaction that
isprincipally mediated by egg Ag-specific MHC class |1-restricted
CD4" Th cells. Analysis of the immune response in Schistosoma
mansoni-infected mice shows that the ThO/Th1 cytokine response
shifts toward a strong Ag-specific as well as nonspecific Th2 re-
sponse with the maturation of the granulomas (2, 3). It has been

Schistosomiasis is a chronic parasitic disease that affects
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clearly demonstrated that soluble egg Ag (SEA)® are the main
inducers of this Th2-dominated response (3-5). Although numer-
ous studies have been performed to understand the molecular and
cellular events involved in granuloma formation, the early mech-
anisms leading to the switch toward the Th2 response after egg
deposition are still unknown. Similarly, the nature of the egg Ag
involved is poorly defined, although previous studies suggested
that glycoconjugates expressed by the eggs may be crucial in such
events (6). More recently, using a murine model of intranasal sen-
sitization with SEA, Okano et al. (7) showed that carbohydrate
determinants are required for induction of SEA-specific Th2 re-
sponses, but are not themselves epitopes of induced |gE responses.
The molecular mechanisms leading to this adjuvancy remain un-
clear. Among the putative egg glycanic structures implicated,
lacto-N-fucopentaose |11, which contains Lewis X (L€*) trisaccha
ride, may play akey role (8—11). This oligosaccharide determinant
is expressed on schistosome glycoproteins and glycolipids (12, 13)
and appears to polarize the immune response by activating cells of
the innate immune system (14). In the present study, we investi-
gated the possibility that, when presented by APC, egg glycocon-
jugates may impact the immune response. We also studied, for the
reasons explained below, the role of CD1d in the induction of
SEA-specific Th2 immune response. To this end, due to their key
role in both innate and acquired immune responses (15, 16), we
used dendritic cells (DC) as professional APC.

In mice, peptide fragments are presented by MHC | and |1 mol-
ecules, whereas (glyco)lipids are preferentially presented via the
CD1d molecule (17, 18). The later type of presentation is probably
relevant during S. mansoni infection because glycosphingolipid

3 Abbreviations used in this paper: SEA, soluble egg Ag; DC, dendritic cell; KO,
knockout; LeX, Lewis X; LN, lymph node; Sm28GST, S mansoni 28-kDa protein;
SSA, soluble schistosomula Ag; wt, wild type.
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Lymphocytes CD1d-restreints et régulation de la

réponse immune : modele de la schistosomiase

Les cellules qui reconnaissent la molécule CD1d sont des lymphocytes CD3+ que
plusieurs caractéristiques originales distinguent des lymphocytes T conventionnels, restreints
par le CMH ; la plus radicale étant la reconnaissance de lipides en association avec CD1d.
Ces cellules CD1d-restreintes sont communément appelées lymphocytes T Natural Killer (ou
NKT) mais comme vous le verrez ci-dessous, représentent une population trés hétérogeéne.

Pour la suite de mon exposé, je me concentrerai sur les lymphocytes NKT chez la souris.

1- Les lymphocytes NKT invariants (ou iNKT)

Chez la souris, cette population constitue la grande majorité des cellules NKT. Elle
est la mieux caractérisée et étudiée grace a son usage exclusif dun TCRa invariant,
constitué du segment Va14-Ja18 (chez 'homme, Va24-Ja18)(Lantz and Bendelac, 1994).
Ce TCRa s’associe a un nombre trés restreint de chaines B, utilisant principalement les
segments VB8, VB7 et VB2 (Porcelli et al., 1993).

Les cellules iINKT partagent plusieurs récepteurs avec les cellules NK: NK1.1 (ou
CD161 chez 'lhomme), CD122 et des récepteurs régulateurs de cytotoxicité appartenant
notamment a la famille Ly-49. Les iNKT peuvent étre soit CD4" soit double négatifs (DN)
CD4°CD8 et ont un phénotype de cellule mémoire : CD44" CD69", CD45RB ", CD122 " et
CD62L "~ (Kronenberg and Gapin, 2002).

Les iINKT sont présents dans de nombreux tissus lymphoides et non lymphoides
mais c’est au niveau du foie qu’elles sont majoritairement représentées (10 a 40%). On les
retrouve également dans le thymus, la moelle osseuse, la rate, les ganglions, le sang ou
encore les poumons, ou elles représentent généralement moins de 1% des lymphocytes
(Eberl et al., 1999).

La molécule CD1d est nécessaire a leur ontogénie et a leur activation en périphérie
(Mendiratta et al., 1997). L’a-galactosylcéramide (a-GC), un glycolipide isolé d’'une éponge
marine, est capable de se fixer dans la poche ligand de CD1d et active trés fortement et trés
spécifiguement les iINKT (Kawano et al., 1997). L’existence d’un tétramére CD1d/a-GC rend
ces cellules facilement identifiables.

D’un point de vue fonctionnel, de nombreuses études démontrent leur contribution
aux réponses immunitaires anti-infectieuse, -tumorale ainsi qu’au maintien de I'équilibre

tolérance-autoimmunité. Ces implications physiopathologiques sont liées a leur capacité de

18
© 2008 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



HDR de Christelle Faveeuw, Lille 1, 2006
Lymphocytes CD1d-restreints et régulation réponse immune : modeéle de |a schistosomiase

synthése de cytokines de type Th1 et/ou Th2 (IFNyversus IL-4), trés rapidement aprés
activation (Godfrey and Kronenberg, 2004; Godfrey et al., 2004).

2- Les lymphocytes NKT non-invariants (ou non-iNKT)

Aux cotés des lymphocytes INKT, une autre population de cellules NKT non
classiques, CD1d restreints, également apparentés aux cellules NK et capables de produire
de grande quantité de cytokines a été mise en évidence chez la souris (Behar et al., 1999;
Cardell et al., 1995; Park et al., 2001; Skold et al., 2000). Les non-iNKT n’expriment pas la
chaine invariante Va14-Ja18 du TCR mais utilisent un répertoire de segments V nettement
plus diversifie¢ que les iINKT. Ces cellules comprennent néanmoins une sous population
exprimant les chaines Va3-Ja9 ou Va8, préférentiellement associé au TCRp VB8. Cette

sous-population CD1d-restreinte inclut aussi les lymphocytes Ty5 (Vy4).

Ces lymphocytes non-iNKT ont également un phénotype de cellule mémoire mais
restent néanmoins peu caractérisés, notamment par manque d’outil biologique spécifique.
Contrairement aux iNKT, les non-iNKT ne reconnaissent pas I'a-GC et ne peuvent donc pas
étre identifiées a I'aide du tétramére CD1d/a-GC.

Les non-iNKT, bien que faiblement représentées (<1%), sont majoritairement

localisées dans la rate, le thymus et les ganglions lymphatiques (Eberl et al., 1999).

Les caractéristiques de ces 2 populations de cellules NKT sont résumées dans le

tableau 2 ci-dessous.
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Lymphocytes Tap
conventionnels
Elément de CMH | (CD8")
restriction CMH 11 (CD4™)
TCRo* Extréme diversita
TCRp" Extréme diversité
CD4/CD8 CD4" ou CD8"
NK1.1(CD161) -
Autoréactivité Non
Reactivité a Non
l'aGalCer
Cytokines Type 10u 2
sécrétées (Th CD4")
Type 1(Tc)
Lymphopoiese Qui
thymo-
dépendante

NKT CD1d-restreints

Invariants

CD1d

Va14-Ja18 (souris)
Vo24-Ja18 (homme)

VB8, 7, 2 (souris)
VB11 (homme)

CD4" ou DN (souris)
CD4" ou 8" ou DN
{(homme)

+ (mature au repos)

— (immature ou active)

Qui
Forte

Type 1et?2

Oui

Diversifies

CD1d

Diversifies, certains
Vod 2-Ja9, Va8
(souris)

Diversifies, certains
VRS (souris)

CD4" ou DN (souris)

+0ou —

Oui
MNon

Type 1 et 2

Oui

NK

Inappraprié

CD3" ou DN

Non

Type 1

Non

Tableau 2 : Les lymphocytes iINKT et non-iNKT partagent des caractéristiques a la

fois avec les lymphocytes Taf conventionnels et les cellules NK mais font aussi

preuve d’'une grande originalité

3- Activation des lymphocytes T CD1d-restreints

3-1 Activation TCR-dépendante

L’engagement du TCR des cellules NKT par la molécule CD1d exprimée par les

APC, constitue la principale voie d’activation de ces cellules. Mis a part I'a-GC, ligand non

physiologique, la molécule CD1d est capable de présenter des ligands glycolipidiques

exogénes d’origine microbienne (Figure 3). Parmi ces ligands exogénes, les iNKT peuvent

étre activés par

des glycosphingolipides, le phosphatidylinositol mannoside isolé de

mycobactéries (Fischer et al., 2004) ainsi que les a-galacturonosylcéramides isolés de

Sphingomonas (Mattner et al., 2005). Récemment, un ligand non glycosphingolipidique, le

diacylglycérol, dérivé de I'agent pathogéne Borrelia burgdorferi, a été identifi€¢ comme un

ligand exogéne capable également d’activer les cellules iINKT (Kinjo et al., 2006).

© 2008 Tous droits réservés.
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A. Téte polaire : B.
partie osidique NG .
1 Ligand
(Ao s naturel
h - endogéne

Isoglobotrihexosylceramide (iGb3)

Zhou et al., Science 2004
Queue
hydrophobe :
partie lipidique

o
e
L Vi B

a-galactosylceramide
(a-GC)

Kawano et al.,
Science 1997

o
a-glucuronosylceramide %

Mattner et al, Nature 2005 e
Phosphatidylinositol

Ligands microbiens  mannoside (PIM)
exogenes Fischer et 4 Nature 2004

Ligand
«non physiologique

Figure 3 : Nature des ligands CD1d-restreints

Dans le cas de ligands exogénes, ceux-ci vont se fixer sur la DC a la molécule CD1d,
aprés reconnaissance de I'agent pathogéne, et étre reconnu par le TCR semi-invariant de la

cellule iINKT (modéle Figure 4).

Parallelement a ces ligands exogénes, une étude récente montre que les cellules
iINKT peuvent également étre activées via la présentation CD1d-restreinte d’un ligand
glycosphingolipidique endogéne appelé iGb3 (isoglobotrihexosylceramide) (Figure 3)(Brigl et
al., 2003). L’'hypothése dans ce cas est que des structures microbiennes (type PAMPs) vont
étre reconnues par des récepteurs type TLR (ou lectines) (voir ci-dessus) au niveau de la
DC, entrainant la fixation du ligand endogéne a la molécule CD1d puis la reconnaissance de
ce complexe par le TCR semi-invariant des cellules iINKT (modéle Figure 4). Toutefois, il
semble que I'activation via I'iGb3 requiert des co-signaux notamment des cytokines comme
liL-12.

A I'exception de I'iGb3 peu de travaux ont montré I'existence de ligands lipidiques
endogeénes. Seule une étude a montré qu’'un ganglioside, le GD3, exprimé par certaines

cellules tumorales, pouvait activer une sous population de iNKT (Wu et al., 2003).
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Figure 4 : Activation TCR-dépendante des cellules NKT

Si trés peu de ligands endogénes (ou exogénes) capables d’'activer les iNKT sont
connus a I'’heure actuelle, ceux capables d’activer les non-iINKT sont encore plus restreints.
En effet, a ce jour, seul le cérébroside sulfatide a été identifié comme ligand pouvant activer

cette sous-population de cellules non-iNKT (Jahng et al., 2004).

3-2 Activation TCR-indépendante

Comme nous l'avons décrit ci-dessus, les cellules NKT expriment de nombreux
récepteurs des cellules NK, certains d’entre eux étant activateurs comme la molécule
NKG2D ou NK1.1. Arase et coll. ont montré qu’un anticorps anti-NK1.1 pouvait activer les
cellules NKT et leur faire produire de I'lFNy (Arase et al., 1996). Certaines cytokines, comme
'IL-12 ou I'IL-12/IL-18, sont également capables d’activer les iNKT (Eberl and MacDonald,
1998; Leite-De-Moraes et al., 1999).

Il est tout a fait possible que ces cellules puissent étre activées directement via les
TLR. Trés peu de choses sont connus sur I'expression des TLR par les cellules NKT. Une
étude a montré la présence de mRNA codant pour les TLR-2, 4 et 5 dans les cellules iINKT
(Shimizu et al., 2002). Plus récemment, Askenase a montré chez la souris une expression
du TLR-4 par les iINKT et leur activation via le TLR-4 (LPS) entraine la production par ces
cellules d’'IL-4 (Askenase et al., 2005).

De nombreux travaux ont montré que les cellules NKT (surtout les iNKT) deviennent

indétectables in vivo suite a leur activation (a-GC, anti-CD3). Certaines de ces cellules
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meurent par apoptose (Eberl and MacDonald, 1998; Leite-de-Moraes et al., 2000; Matsuda
et al., 2000). Cependant, la disparition apparente de ces cellules peut également étre due a
la diminution de I'expression de certains marqueurs a la surface de ces cellules aprés
activation. C’est le cas notamment de la molécule NK1.1 mais également du TCR, dans ce
dernier cas, da a l'internalisation du complexe TCR/CD3 (Crowe et al., 2003; Wilson et al.,
2003).

4- Lymphocytes CD1d-restreints et pathologies : régulation de

la réponse immune

De part leur propriétés fonctionnelles, notamment leur production de cytokines de
type Th1 et/ou Th2, les lymphocytes NKT ont été impliqués dans le développement et le
contréle de nombreuses réponses immunes : autoimmunité, immunité antitumorale, et
pathologies infectieuses, inflammatoires et allergiques.

Dans la majorité de ces études les auteurs utilisent des approches expérimentales
similaires, celles-ci se focalisant sur 3 points principaux :

1) Etudier I'activation des cellules iINKT au cours de la pathologie (fréquence
et nombre de cellules iINKT, marqueurs d’activation comme CD25, CD69
ou CD44, production de cytokines).

2) Etudier l'effet de l'activation pharmacologique des cellules iNKT (ex: a-
GC) sur le développement de la pathologie.

3) Etudier la pathologie chez des animaux déficients en iINKT, les souris
Jo18KO, et ceux déficients en iINKT et non-iNKT, les souris CD1dKO ainsi

que l'effet du transfert adoptif de cellules iINKT chez ces animaux.

Au vue de I'ensemble de ces études et essentiellement celles utilisant des souris
déficientes (Ja18KO et CD1dKO), il apparait que les cellules NKT ont naturellement des
effets différents suivant la pathologie, tantét bénéfique (ex : diabéte, tumeurs), tantét délétere
(ex : asthme)(Godfrey and Kronenberg, 2004). Cependant, il a également été clairement
montré que pour une méme pathologie, le rble des NKT peut étre radicalement opposé en
fonction du modéle d’étude et de I'approche utilisée. Par exemple dans un modéle d’auto-
immunité de type Th1, 'EAE (encéphalomyélite autoimmune expérimentale), I'injection d’a-
GC a des souris ayant regu un protocole d’'EAE peut soit prévenir le développement de la
pathologie, soit n'avoir aucun effet ou au contraire I'accélérer (Godfrey and Kronenberg,
2004). Ceci semble s’expliquer par différents modéles d’EAE utilisés ainsi que le nombre, la
dose, la voie d’injection et le moment d’injection de I'a-GC (Jahng et al., 2001). Dans un

autre modéle inflammatoire, cette fois ci de type Th2, 'asthme, les NKT ont naturellement un

23
© 2008 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



HDR de Christelle Faveeuw, Lille 1, 2006
Lymphocytes CD1d-restreints et régulation réponse immune : modeéle de |a schistosomiase

réle délétére sur cette pathologie (Akbari et al., 2003; Lisbonne et al., 2003). Toutefois,
I'activation des cellules iINKT par I'a-GC en phase de challenge, inhibe I'hyperréactivité des
voies aériennes (Hachem et al., 2005; Morishima et al., 2005). Cet effet bénéfique est lié¢ a la
synthése d’IFNy par les cellules iNKT. En revanche, l'injection répétée d'a-GC exacerbe les
symptdmes de I'asthme, ce type d’injection favorisant la production de cytokines de type Th2
(Morishima et al., 2005).

Ces exemples, parmi d’autres, montrent bien la plasticité fonctionnelle des
lymphocytes iNKT rendant leur manipulation trés complexe puisqu’elle peut conduire a des

effets opposés suivant I'approche expérimentale utilisée.

Si le role des cellules iINKT dans le contréle de nombreuses pathologies a largement
été décrit et a fait 'objet de trés nombreux travaux, I'implication des lymphocytes non-iNKT
dans le contrdle de la balance Th1/Th2, notamment au cours de processus inflammatoires,
n‘a été que trés peu abordée. Ceci est essentiellement lié a I'absence de marqueur
spécifique nécessaire a leur identification mais aussi a I'absence de souris exclusivement
déficientes en lymphocytes non-iNKT. La seule approche expérimentale actuellement utilisée
pour étudier les cellules non-iINKT au cours d’inflammation, est 'analyse comparative de la
pathologie chez des animaux Ja18KO et CD1d, souris respectivement déficientes en iNKT et
iINKT/non-iNKT.

Dans la majorité des pathologies inflammatoires étudiées telles que celles décrites ci-
dessus mais encore de nombreuses pathologies infectieuses (bactériennes, virales ou
parasitaires), I'étude comparative entre ces 2 souches de souris a souvent révélé une
évolution similaire de la maladie, suggérant une absence de role des cellules non-iINKT au
cours de ces diverses processus. Cependant, au cours de ces derniéres années, certaines
études, dont celles de notre groupe, ont révélé un role différent des iINKT et non-iNKT dans

le contréle de 'immunité anti-tumorale et anti-infectieuse.

4-1 immunité anti-tumorale

Les cellules NKT jouent un réle dans 'immunité anti-tumorale naturelle. En effet les
souris Ja18KO et CD1dKO développent des tumeurs plus fréquemment que les souris
contréles (Crowe et al., 2002).

L’IL-12 est connue pour ces propriétés anti-tumorales et les cellules NKT participe a
certains effets de cette cytokine (Cui et al., 1997). L'activité anti-tumorale de ces cellules
dépend de I'IFNy et de l'activation de cellules effectrices parmi lesquelles les cellules NK. Il
semble néanmoins que différentes sous-populations de cellules NKT n’aient pas les mémes
propriétés anti-tumorale. En effet, bien qu’a 'origine une étude ait montré I'absence de rejet
de cellules tumorales chez des souris Ja18KO suite a un traitement par I'lL-12 (Cui et al.,

1997), plus récemment Park et coll. ont observé un rejet des mémes cellules tumorales chez
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les souris CD1dKO (Park et al., 2003). En accord avec ces résultats, de trés récents travaux
portant sur 4 modéles de tumeurs murines montre que les cellules INKT ont un effet
protecteur alors que les non-iINKT ont un réle suppresseur de limmunité anti-tumorale
(Terabe et al., 2005). Par ailleurs, Smyth et coll. montrent qu'au sein de la population de
iNKT, les cellules CD4" ont un potentiel anti-tumoral supérieur aux CD4" (Crowe et al., 2005).
Il semble donc que I'implication des cellules NKT, les iINKT CD4" et CD4 et les non-iNKT,

dans le rejet des tumeurs soit beaucoup plus complexe gu’initialement montré.

4-2 les infections bactériennes, virales et parasitaires

Si le role des cellules NKT dans l'immunité anti-infectieuse ne fait aucun doute,
certains résultats font I'objet de controverses. En effet, bien que dans la plupart des cas les
cellules NKT jouent un réle protecteur lors d’infections, un role délétére a également été
décrit. A l'origine de ces différences, le fond génétique des animaux semble jouer un réle
prépondérant. Par exemple, les cellules NKT préviennent le développement de la malaria
cérébrale chez la souris Balb/c alors qu’elles n'ont qu’'un effet trés partiel chez les souris
C57Bl/6 (Hansen et al., 2003).

Le rdle délétere des lymphocytes non-iNKT a été montré dans un modéle murin
d’hépatite B (Baron et al.,, 2002). En effet, seul le transfert de lymphocytes NKT CD1d-
restreints mais n’exprimant pas la chaine Va14-Ja18 induit une lyse des hépatocytes
suggérant fortement un réle néfaste des non-iNKT. Les mécanismes d’activation de ces
cellules dans ce modéle restent néanmoins inconnus. Cette activation peut étre TCR-
dépendante, via linteraction du CD1d avec un ligand endogéne. En effet, les virus
n’expriment pas de glycolipides susceptibles d’activer les NKT. Il est donc possible, comme
les iINKT, que ce type d’activation requiert d’abord la reconnaissance de la particule virale
par des PRRs, principalement les TLR-7 et 9, a la surface des APC, celle-ci conduisant a
I'activation secondaire des lymphocytes non-iNKT via la présentation d’'un ligand endogéne
par le CD1d. Dans ce modele, il peut également y avoir activation des non-iNKT

indépendamment du TCR, par exemple via la production de cytokines.

Ce n’est que trés récemment qu’une premiére étude a montré un rble différentiel des
iINKT et non-INKT dans le controle de la balance Th1/Th2 au cours d’une pathologie
infectieuse causée par I'agent de la maladie de Chagas, Trypanosoma cruzi (T. cruzi)(Duthie
et al., 2005). L’'implication des lymphocytes NKT dans cette maladie est connue depuis plus
longtemps et il avait initialement été montré que les cellules NKT reconnaissaient le
glycosylphosphatidylinosytol (GPI) de ce parasite protozoaire (ainsi que Plasmodium
falciparum), présenté par le CD1d, et qu’elles participaient a la réponse humorale dirigée
contre cette structure (Schofield et al., 1999). Ces résultats ont été trés controversés et il a

été montré que le GPI se fixe au CD1d mais n’active par les cellules NKT (Procopio et al.,
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2002). Ces cellules s’activent néanmoins au cours de linfection (Duthie et al., 2002).
Cependant I'utilisation des souris Ja18KO et CD1dKO montre qu'en phase aigué de la
maladie, les iNKT inhibent le développement de la réponse pro-inflammatoire alors que les
non-iNKT tendent a la favoriser (Duthie, 2005). Les mécanismes d’activation de ces 2

populations restent indéterminés.

Enfin, les travaux de notre groupe ont permis la mise en évidence (1) de I'activation
des cellules iNKT par les ceufs du schistosome et (2) d'un réle différent des iNKT et non-
iINKT dans le processus d'immunomodulation observé au cours de la schistosomiase. En
effet, T. Mallevaey, étudiant en thése dans notre groupe, a montré que les lymphocytes iINKT
s’activent et produisent des cytokines (IFNy et IL-4) in vivo en réponse au oeufs du
schistosome (dans un modéle synchrone de dépdt des ceufs dans le foie) et favorise le
développement d’'une réponse Th2 (Mallevaey et al.,, 2006). Cette activation dépend du
mode de présentation CD1d (et ainsi confirme nos résultats initiaux, voir ci-dessus), mais est
indépendante des TLR (Toll like receptors) et de I'll-12. Enfin, les résultats favorisent la
présentation d’'un ligand endogéne, et non d’un ligand parasitaire, aux cellules iNKT.

Parallelement a cette approche, nous avons étudié I'impact de la déficience en
cellules iNKT (souris Ja.18KO) sur le développement de la schistosomiase murine. Bien que
nos travaux précédents montraient un réle de la molécule CD1d dans le développement de
la réponse Th2 au cours de la schistosomiase, cette étude ayant été réalisée chez des
souris Balb/c, nous avons réexaminé la déficience en CD1d sur fond génétique C57BI/6 (les
souris Ja18KO étant également sur fond génétique C57BI/6) dans le développement de la

pathologie (article 3).

a- Article 3: résumé des travaux

Dans une étude cinétique, nous montrons que les cellules NKT CD3" NK1.1" de la
rate, qui sont hétérogénes et contiennent entre autres les iINKT et non-iNKT, s’expandent a
partir de la 2°-3° semaine dinfection, méme si leur fréquence diminue, ceci étant
probablement lié a 'importante splénomégalie qui se développe au cours de l'infection. Ce
résultat suggére que les schistosomules et/ou vers adultes peuvent activer les NKT.
Cependant, des DCs sensibilisées in vitro par ces 2 stades parasitaires sont incapable
d’activer les NKT. De plus, l'utilisation des 2 souches de souris déficientes (Ja18KO et
CD1dKO) révele que les iNKT et les non-iNKT sont dispensables au développement et a la
polarisation de la réponse immune dans les phases précoces de I'infection.

En phase aigué de l'infection, la déficience en non-iNKT et/ou iNKT n’influe pas sur le
développement ou la survie du parasite, ni sur la fécondité. Cependant, I'analyse de la
réponse immune cellulaire et humorale a révélé de profondes différences chez les animaux

déficients : Si les souris CD1dKO développent une réponse Th2 diminuée (confirmant nos
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précédents résultats), les souris Ja18KO ont une réponse Th1 trés affectée. Les
mécanismes d’activation des cellules non-iINKT dans notre modéle restent indéterminés.
Nous montrons néanmoins que, contrairement aux iNKT, les cellules non-iNKT triées (a
partir de rate de souris Ja18KO sur la base du marquage CD5/NK1.1) ne sont pas
directement activées in vitro par des DCs sensibilisées avec les ceufs du schistosome, alors

gu’elles produisent de I'IFNy et de I'lL-4 en réponse a I'anti-CD3.

b- Article 3: conclusions
Nos résultats montrent déja qu’'a la différence d’autres modéles infectieux, le fond
génétique n’affecte pas la fonction des cellules iINKT dans le contexte de la schistosomiase,
la déficience en CD1d chez la Balb/c et la C57BI/6 conduisant a une réponse Th2 diminuée
dans les 2 cas. En revanche, il semble que les iINKT et non-iNKT exercent des fonctions
distinctes dans le développement de la réponse immune, les iINKT participant a la

différenciation des lymphocytes Th1 et les non-iNKT a la différenciation des cellules Th2.
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ABSTRACT

CDI1d-restricted Natural Killer T (NKT) cells represent a heterogeneous population of
innate/memory immune cells expressing both NK and T cell markers, distributed into two
major subsets: invariant (i)NKT cells, which express exclusively an invariant TCRa chain
(Val4Jal8 in mice) and non-iNKT cells, which express more diverse TCRs. NKT cells
quickly produce Thl- and/or Th2-type cytokines following stimulation with glycolipid Ag in
the context of CDI1d molecules. Through this unique property, NKT cells play potent
immunoregulatory functions during auto-immune diseases, cancer and infection. Although
extensively studied during viral, bacterial, protozoan parasite, and fungal infections, no study
has addressed the role of NKT cells in metazoan parasite infections. Here, we used two
different NKT cell deficient mouse models, namely TCR Ja18" (exclusively deficient in
iNKT cells) and CD1d”" (deficient in both iNKT and non-iNKT cells) mice to distinguish the
implication of these subsets in murine schistosomiasis. We show that whereas both iNKT and
non-iNKT cells do not have a major impact on the immune response during the early phase (1
and 4 wk) of infection, they exert important, although opposite, roles on the immune response
during the acute phase of the disease (7 and 12 wk), after schistosome egg production. Indeed,
iNKT cells contribute to Th1 whereas non-iNKT cells might be mostly implicated in Th2 cell
differentiation in response to parasite Ag. Our findings suggest for the first time that
helminths activate both iNKT and non-iNKT cells in vivo, enabling them to differentially

influence the Th1/Th2 balance of the immune response.
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Conclusion et discussion

La schistosomiase expérimentale murine représente un modeéle particulierement
pertinent pour étudier l'influence de la réponse immune innée sur le développement des
réponses de type Th2, caractéristique des helminthiases mais aussi de nombreuses
pathologies allergiques. Nos premiers travaux, parmi d’autres de la littérature, montrent
'importance des glycoprotéines et glycolipides dans I'établissement de cette réponse : d’'une
part, les glyco-épitopes core fucose et core xylose, présents chez le schistosome sont, au
moins en partie, des cibles de la réponse Th2 (article 1) et d’autre part la molécule CD1d,
impliquée dans la présentation de structures glycolipidiques est nécessaire a une réponse

Th2 optimale en réponse aux ceufs du schistosome et au cours de l'infection (article 2).

Ces résultats nous ont progressivement et logiguement conduit a nous intéresser au
cours de la schistosomiase aux lymphocytes CD1d-restreints, communément appelés

lymphocytes NKT.

La principale propriété des cellules NKT est leur capacité a réguler et a polariser la
réponse immune adaptative, notamment en activant de nombreux types cellulaires parmi
lesquels les cellules NK, les DC, les lymphocytes B et surtout les lymphocytes T. Les cellules
NKT sont capables de produire a la fois des cytokines de type Th1 et Th2, et si les
mécanismes gouvernant leur plasticité fonctionnelle ne sont pas pleinement connus, elles

sont capables d’orienter la réponse immune adaptative vers un profil Th1 ou Th2.

1- INKT et schistosomiase

Au cours des phases précoces de linfection, les INKT sont dispensables au
développement et a l'orientation de la réponse immune (article 3). Par contre, en phase
aigué de l'infection, les cellules INKT semblent jouer un réle dans la différenciation des
lymphocytes Th1 au cours de linfection (comparaison souris sauvages et Ja18KO). Ce
résultat, montre en accord avec d’autres travaux (Ranson et al., 2005; Ronet et al., 2005),
qu’au cours de la schistosomiase, les iINKT participent au développement de la réponse Th1
anti-infectieuse. Cependant, dans un modele d'immunisation, il semble qu’au contraire les
iNKT participent au développement de la réponse Th2 en réponse aux ceufs du schistosome
(Mallevaey et al., 2006). Ce réle apparemment duel des cellules iINKT ne peut s’expliquer par
des différences phénotypiques et/ou fonctionnelles de ces cellules en fonction du tissu étudié
puisqu’il s’agit de la rate dans les 2 études.

3 hypothéses peuvent étre envisagées.
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1) Dans le modéle d’immunisation, I'injection de DC sensibilisées avec les ceufs du
schistosome induit I'activation ponctuelle des iNKT ce qui n’est pas le cas dans le modéle
infectieux. Dans ce dernier cas, I'activation des iNKT est continue puisque la ponte des ceufs
par les femelles, constitue une stimulation antigénique permanente. Dans le premier cas, ce
type de stimulation favoriserait une réponse Th2 alors qu’une stimulation répétée des iINKT
conduirait a une réponse Th2. Cette hypothése semble étre en contradiction avec les
données de la littérature ou il a été montré qu’une stimulation unique des iNKT avec 'aGC
induit une réponse mixte (production IFNy et IL-4) alors qu’une stimulation répétée favorise la
production de cytokines de type Th2 (Burdin et al., 1999; Singh et al., 1999). Il reste
néanmoins difficile de comparer I'activation des cellules iINKT en réponse a un ligand trés

puissant avec une activation dans un contexte infectieux, probablement moins puissante.

2) Si cela n'a pas été montré au cours de linfection, il semble que les DCs
sensibilisées in vitro avec les ceufs du schistosome sont capables d’activer les iNKT. Une
deuxiéme hypothése pour expliquer les difféerences observées est que I'activation des DC
par les ceufs ne se fait pas dans le méme contexte. En effet, au cours de linfection,
I'activation des DC se fait in vivo dans un contexte inflammatoire qui est absent in vitro et qui
pourrait polariser les DC elles-mémes ou modifier leur aptitude a activer les iINKT (synthése

de médiateurs lipidiques, signaux de co-stimulation).

3) Enfin, la nature méme des APC impliquées dans ces 2 modeéles pourrait
également jouer un role trés important. Dans le modéle d'immunisation, ce sont des DCs
myéloides sensibilisées qui induisent une réponse Th2 via I'activation des iNKT. Au cours de
l'infection, il est fort probable que les choses soient beaucoup plus complexes. En effet,
diverses sous-populations de DCs (les mDC, pDC et nouvellement identifiée les IK-DC)
pourraient étre activées in vivo par les ceufs du schistosome et interagir avec les cellules
iNKT. Par ailleurs, d’autres APC telles que les macrophages, les lymphocytes B ou encore
dans le foie les cellules de Kupffer, pourraient activer les iINKT et ainsi participer au
développement d’'une réponse Th1 au détriment de la réponse Th2. Cette hypothése semble
étre en accord avec certaines données de la littérature puisqu’il a été montré que les DCs,
les cellules de Kuppfer et les lymphocytes B ont des aptitudes différentes a activer les
cellules iINKT (Bezbradica et al., 2005; Fuijii et al., 2002; Schmieg et al., 2005) .

2- Non-iNKT et schistosomiase

Tout comme les iINKT, au cours des phases précoces de I'infection, les cellules non-
iINKT sont dispensables au développement et a l'orientation de la réponse immune (article
3). Par contre, contrairement aux iNKT, en phase aigué de I'infection, les non-iNKT semblent
participer au développement de la réponse Th2 (comparaison souris sauvages et CD1dKO).
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Il est toutefois difficile de mettre clairement en évidence le réle des non-iINKT dans ce
modéle car (1) la souris CD1dKO est déficiente en lymphocytes non-iNKT, mais aussi en
iNKT, la déficience en ces 2 types cellulaires pouvant jouer un réle dans ce modéle, et (2)
I'activation des non-iNKT n’a pas été formellement mis en évidence, essentiellement par
manque de marqueur. Nous avons néanmoins montré que, contrairement aux lymphocytes
iINKT, les DCs myéloides sensibilisées avec les ceufs du schistosome sont incapables
d’activer les lymphocytes non-iNKT triés a partir de rate de souris Ja18KO. Ces cellules sont
néanmoins capables de produire des cytokines Th1 (IFNy) et Th2 (IL-4) en réponse a une
stimulation du récepteur CD3. Deux hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer cette

absence d’activation des non-iNKT par les DCs.

1) Les DCs sensibilisées avec les ceufs du schistosome ne sont pas capables a elles
seules d’'activer les non-iNKT. Au cours de l'infection, I'activation des non-iNKT (comme les
iINKT) se fait dans un contexte inflammatoire qui est absent in vitro, mais qui est nécessaire
a l'activation des non-iNKT. Des co-signaux d’activation comme des cytokines ou encore
'engagement de récepteurs NK (activateurs ou inhibiteurs) pourrait étre indispensable a

I'activation de ce type cellulaire.

2) Comme précédemment suggéré pour les cellules iNKT, il est tout a fait possible
que dans ce cas, les DCs myéloides soient incapables d’activer les non-iNKT et leur
activation au cours de linfection nécessite la présence d'autres APC: autres sous-
populations de DCs, les lymphocytes B ou encore les macrophages. Trés peu de choses
sont connues a I'heure actuelle sur le role des APC dans I'activation des non-iNKT.

A ce jour, aucune étude ne vient corroborer I'une ou l'autre de ces 2 hypothéses

laissant ainsi la question ouverte.

En conclusion, I'ensemble de nos résultats, ainsi que ceux de la littérature (voir ci-
dessus) suggerent que les cellules INKT et non-iNKT peuvent exercer des fonctions
distinctes au cours de pathologies cancéreuses ou infectieuses. Dans ce contexte, la
schistosomiase représente un excellent modéle puisque ces 2 populations exercent des
fonctions opposées, et éventuellement complémentaires, dans la polarisation de la réponse
au cours de l'infection. Néanmoins, de futurs expériences sont nécessaires a I'élucidation du
mode d’action des cellules iINKT et surtout non-iINKT dans la schistosomiase mais aussi au
vue de la discussion ci-dessus, a une meilleure compréhension en général des mécanismes
d’activation de ces 2 populations de cellules NKT et de leur influence ultérieure sur la
balance Th1/Th2.
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1- lymphocytes NKT et schistosomiase

Nos résultats suggérent un réle des iNKT et non-iINKT dans le développement de la
réponse Th1 et Th2, respectivement. Des approches complémentaires de transfert cellulaire

nous permettraient de confirmer nos précédent travaux.

1) Le transfert de cellules iNKT, triées a partir de rate ou de foie de souris sauvages,
chez des animaux Ja18KO préalablement ou en cours d’infection, afin de restaurer la

réponse immune Th1 sera réalisé.

2) La mise en évidence du réle des non-iNKT sur le développement de la réponse
immune Th2 semble plus difficile a étudier. Il n’existe pas de souris exclusivement
déficientes en non-iNKT et 'une des approches pourrait consister a injecter des cellules non-
iNKT, triées a partir de rate de souris Ja18KO, chez des souris CD1dKO préalablement ou
au cours de l'infection. Cependant, la déficience en CD1d chez la souris receveuse devrait
empécher l'activation des non-iINKT et une fagcon de contourner ce probléme est de co-

injecter des DCs de souris sauvages (CD1d**)

naives. Il est clair que beaucoup d’inconnues
subsistent dans cette approche, notamment la capacité des non-iNKT et des DCs a survivre
et/ou proliférer pendant au moins 7 semaines, si une seule injection est faite. Dans ce type
de transfert, ou les lymphocytes non-iNKT seraient présents, un rétablissement de la
réponse Th2 impliquerait directement ce type cellulaire. Le méme type de transfert peut étre
envisagé avec les INKT ou dans ce cas, le maintien d’une réponse Th2 déficiente

supprimerait tout role de ces cellules dans le développement de cette réponse.

3) Comme nous l'avons décrit ci-dessus, les lymphocytes iNKT activés par les ceufs
du schistosome participent a I'élaboration de la réponse Th1 en phase aigué de l'infection.
Le réle immunorégulateur potentiel des iNKT activés au cours de l'infection pourra étre
étudié dans le développement d’autres pathologies inflammatoires soit a profil Th2 comme
I'asthme allergique expérimental ou Th1 comme I'encéphalomyélite allergique expérimentale
(EAE). Pour se faire, des cellules iNKT purifiées de souris sauvages infectées seront
transférées chez des souris receveuses préalablement a leur sensibilisation en vue de
développer une des deux pathologies précédemment citées. Une approche similaire pourra
étre envisagée pour étudier le réle immunorégulateur des non-iNKT, ces cellules pouvant

étre purifiées a partir de rate de souris Ja18KO infectées.
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4) Finalement, les mécanismes moléculaires a I'origine de I'activation des iNKT mais
aussi des non-iINKT au cours de la schistosomiase restent non élucidés. Les travaux de
notre groupe montrent que I'activation des iINKT nécessite vraisemblablement la synthése
endogéne de ligands CD1d-restreints par les DCs (Mallevaey et al., 2006). Dans ce
processus, les TLRs exprimés par les DCs ne semblent pas étre impliqués et l'identification
d’autres PRRs semble trés difficile a envisager. Les lectines pourraient représenter des
candidats potentiels et une premiere approche qui pourrait étre envisagée serait d’analyser
le transcriptome des DC dépourvues de TLR (MyD88”/TRIF™), par une expérience de
microarray, en réponse a l'ceuf du schistosome. La mise en évidence d'une ‘signature
inflammatoire’ suggérerait I'implication d’autres PRRs, parmi lesquels on retrouve les
lectines de type dectin-1 ou encore les galectines. L'utilisation de souris déficientes pour ces
lectines pourra étre envisagée et le role des PRRs d’intérét dans I'activation des iNKT
pourrait étre étudié.

Parallelement aux iNKT, les mécanismes d’activation des non-iNKT au cours de
I'infection sont également inconnus. Nos résultats préliminaires semblent montrer qu’in vitro,
les DC n’activent pas les non-iINKT en réponse aux ceufs du schistosome. Bien que des
expériences complémentaires sont actuellement en cours pour confirmer ce résultat, il est
tout a fait possible qu’au cours de I'infection, les cellules non-iNKT puissent étre activées par

d’autres APC (voir ci-dessous).

Si les travaux de notre groupe suggerent (1) l'existence d’'un nouveau mode
d’activation original des iNKT par les DCs, indépendant des TLR et de ligands microbiens
CD1d restreints et (2) des fonctions distinctes des INKT et non-INKT au cours de la
schistosomiase, nos résultats soulévent également de trés nombreuses questions encore
sans réponse. L'une d’entre elles étant de savoir si les NKT peuvent étre activés par des
APC autre que les DCs, cette question ne se posant pas uniquement dans le contexte de la
schistosomiase.

C’est pourquoi les travaux de recherche futurs de notre groupe vont s’orienter sur les
meécanismes d’activation des cellules iINKT et non-iINKT (dans la mesure du possible) en
réponse a des signaux de danger, générés notamment lors de processus infectieux. Parmi
ces signaux de danger, nous nous intéresserons, dans le cadre de la schistosomiase, a
I'ceuf du schistosome et plus généralement a ceux générés suite a une interaction ligand-
TLR.

Les DC, en tant qu’APC professionnelles, font 'objet d’'une abondante littérature et
actuellement l'interaction DC-NKT, en réponse a des signaux extérieurs, suscite I'intérét de
plusieurs groupes, y compris le notre (Paget et al, en préparation). Parmi les autres APC
susceptibles d’activer les NKT, on retrouve une sous-population de lymphocytes B

préactivés appelée lymphocytes B de la zone marginale (ou MZB). En effet, ces cellules ont
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la particularité, entre autre, d’exprimer fortement la molécule CD1d comparativement aux

DCs (voir ci-dessous).

2- Activation des lymphocytes NKT : role des DC

L’absence de synthése de ligands parasitaires lipidiques capables d’activer les iINKT
suggeére une synthése de ligands endogénes CD1d-restreints par les DCs (Mallevaey et al.,
2006). Les PRRs, en particulier les TLRs, sont connus pour jouer un réle crucial dans
I'activation des DCs en réponse aux pathogénes (Hemmi and Akira, 2005). C’est pourquoi
nous avons émis I'hypothése que les TLRs puissent activer, via les DCs, les iNKT. Bien que
des études paralléles faites au laboratoire montent une activation des DCs myéloides en
réponse a l'oeuf du schistosome via le TLR-2 et le TLR-3 (Aksoy et al., 2005), I'activation
des iNKT par le parasite ne fait pas intervenir ces TLRs (Mallevaey et al., 2006).

Ces observations nous ont conduit & développer un nouveau projet visant a mieux
comprendre les mécanismes d’activation des iINKTs en réponse aux agents pathogenes et
plus précisément a définir le role des TLRs exprimés par les DCs dans I'activation des
iNKTs. Les travaux du groupe montrent I'importance du TLR-7 et TLR-9 dans I'activation des
NKT (Paget et al., en préparation). Les travaux futurs vont s’orienter sur une meilleure
compréhension des mécanismes d’activation des iNKT et d’autre part sur la relevance in vivo
de cette observation. Un intérét tout particulier sera porté au métabolisme des
glycosphingolipides au sein des DCs dans ce mécanisme.

Les études précédemment citées ont principalement porté sur linteraction DC
myéloide-INKT. Parmi les DCs, on retrouve d’autres sous-populations de DCs,
essentiellement les DC plasmacytoides (Colonna et al.,, 2004) et une nouvelle sous-
population récemment identifiée, les IK-DC (Taieb et al.,, 2006). Peu de chose sont
actuellement connus sur linteraction de ces diverses sous-populations avec les cellules
iINKT.

Enfin, les mécanismes d’activation des cellules non-iNKT, dans ce méme contexte,
ne sont absolument pas connus a I'heure actuelle. Méme si les moyens d’investigation de
ces cellules restent actuellement trés limités, nous essaierons dans un premier temps
d’identifier in vitro au moins un ligand (TLR ou schistosome) capables d’activer cette sous-
population cellulaire, via les DC myéloides, facilement accessibles. Des résultats positifs

nous conduirons a étudier plus précisément les mécanismes d’activation de ces cellules.

3- Activation des lymphocytes NKT : rGle des MZB

3-1introduction
La zone marginale (MZ) de la rate apparait comme un lieu stratégique de détection et
de contrOle précoce des antigénes et agents pathogénes véhiculés par le sang. Cette

propriété est due a la présence dans cette zone particuliere de la rate d’'un réseau de
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cellules appartenant au systéme immunitaire inné, celui-ci jouant un rble primordial dans les
défenses anti-infectieuses immédiates et orientant la réponse immune adaptative. Parmi ces
cellules, une sous-population de lymphocytes B pré-activés, appelée cellules B de la zone
marginale (ou cellules MZB) représente une premiére ligne de reconnaissance, via
notamment les TLRs, et de défense contre les molécules bactériennes en produisant trés
rapidement des anticorps. Par ailleurs, ces cellules, ayant également les propriétés de APC,
sont capables d’interagir avec les lymphocytes T CD4+ et dinduire directement leur

activation (Lopes-Carvalho et al., 2005).

Les lymphocytes MZB représentent 5-10% des lymphocytes B totaux et sont
facilement identifiables car ils sont CD21"" et CD23"°", contrairement a la majorité des
lymphocytes B dits folliculaires (FO)(Makowska et al., 1999). Ces cellules ont également la
particularité d’exprimer trés fortement la molécule CD1d (Roark et al., 1998). Bien que la
localisation des cellules NKT dans la MZ n’a pas été étudiée, il est suggéré dans la littérature
gu’en tant que cellules de 'immunité innée, les NKT présentes dans la rate pourraient
également se trouver dans la MZ. La mise en évidence du rble de la molécule CD1d, des
MZB et des NKT dans le maintien de la tolérance vis-a-vis d’antigénes présents dans un site
immunoprivilégié, I'ceil, suggere une interaction possible entre ces 2 populations cellulaires
(Sonoda and Stein-Streilein, 2002). Bien que les mécanismes moléculaires a l'origine de cet
état de tolérance ne soient pas encore clairement établis, I'implication d’autres APC
présentes dans I'ceil, les macrophages F4/80+, a été montrée suggérant également une
interaction entre ces macrophages, les cellules MZB et les NKT (Lin et al., 2005).

Ainsi, parmi les APC susceptibles d’activer les cellules NKT en réponse a une
stimulation microbienne, les cellules MZB représentent d’excellents candidats. Notre projet
de recherche futur va donc s’orienter vers I'étude du role des cellules MZB dans I'activation
des lymphocytes NKT en réponse a des signaux de danger générés notamment au cours de
processus infectieux ou autres pathologies inflammatoires. Dans un premier temps, nous

nous concentrerons sur les lymphocytes iNKT.

3-2 interaction MZB/NKT : approches in vitro

Les lymphocytes MZB seront triés a partir de cellules de rate (en comparaison avec
des lymphocytes B FO). Le tri des cellules MZB sera réalisé sur le FACSAria, récemment
acquis par I'Unité, a I'aide d’anticorps spécifiques de 4 marqueurs distincts, CD19, IgM,
CD21 et CD23, couplés a des fluorochromes différents : les MZB sont CD19*, IgM*, CD21""
et CD23 " alors que les lymphocytes B FO sont CD19*, IgM*, CD21"" et CD23 ¥,

Dans une premiére approche, divers ligands TLR seront utilisés pour activer, pendant
quelques heures, ces APC. Plusieurs paramétres d’activation seront analysés a savoir la

prolifération cellulaire et I'acquisition ou 'augmentation de marqueurs de co-stimulation :
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CD80, CD86, CD40 et aussi le CD1d. Il a été monté dans la littérature que le LPS, ligand
TLR-4, et le CpG, ligand TLR-9, induisaient la prolifération des MZB et la production d’IgM.
Trés peu de chose sont connues quant a la production de cytokines par les MZB. Ces
cellules semblent capables de produire de faibles quantités d'IL-10 en réponse au CpG
(Lenert et al., 2005).

L’étude se poursuivra avec les ligands TLR induisant une activation des MZB. Les
cellules MZB seront ensuite co-cultivées, pendant 48h avec les lymphocytes iINKT. Ces
derniéres seront tout d’abord enrichies a partir de foie. En effet, la proportion de iNKT dans
le foie étant plus élevée que celle de la rate, nous nous concentrerons d’abord sur ce tissu. Il
sera néanmoins indispensable d’étudier également les cellules iNKT de la rate, sachant que
celles-ci peuvent avoir des propriétés fonctionnelles différentes des iNKT du foie. L'aGC sera
utilisé comme contrble positif pour I'activation des iNKT. Il a été montré dans la littérature
que les lymphocytes B sont capables de présenter 'aGC aux iNKT et d’induire la production
de cytokines par ces derniéres (Bezbradica et al., 2005). Aprés co-culture, les surnageants
seront prélevés puis les dosages des cytokines IFNy, IL-4, IL-10, IL-13, ou encore I'L-17
seront réalisés par ELISA. A la vue des résultats obtenus dans le groupe sur I'implication des
TLR-7 et -9 dans l'activation des iNKT via les DCs, nous porterons un intérét tout particulier
pour ces 2 agonistes.

Pour le(s) ligand(s) TLR d'intérét, nous envisagerons de regarder la production de
cytokines (précédemment détectées) directement par les iNKT, en utilisant la cytométrie
intracellulaire ou bien en travaillant avec des iNKT triées. L’implication de la molécule CD1d
dans l'activation des iNKT sera vérifiée en utilisant des lymphocytes MZB ftriés a partir de
rate de souris CD1dKO. Enfin, le mode d’activation des cellules iINKT, a savoir si celle-ci est
dépendante de cytokines (IL-12, IFN type I,...) ou autres molécules de co-stimulation, sera
également étudié.

Dans le cadre de notre projet sur les mécanismes d’activation des cellules NKT au
cours de la schistosomiase, les approches décrites ci-dessus pourront également étre

envisagées en utilisant comme stimulus, I'ceuf du schistosome.

A plus long terme, cette approche expérimentale pourrait également étre appliquée a
I'étude du rbéle des MZB dans l'activation des cellules non-iNKT, en réponse a des stimuli
microbiens. |l est important de rappeler que les cellules non-iNKT sont enrichies a partir de
rate de souris (Ja18KO) contrairement aux cellules iINKT majoritairement représentées dans

le foie.

3-3 Interaction NKT/MZB : relevance in vivo
L’activation in vivo des iNKT par les cellules MZB pré activées in vitro pourra étre
étudiée aprés injection de ces derniéres chez des souris C57BI/6 sauvages. Une étude
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cinétique de I'expression de marqueurs d’activateurs tels que CD69 et CD25 et la production
de cytokines intracellulaires par les lymphocytes iINKT sera réalisée. L'identification des iNKT
se fera sur la base du marquage avec le tétramére CD1d/aGC. L’intérét de travailler chez la
souris C57BI/6 est qu'’il est également possible d’identifier la majorité des cellules NKT (iNKT
et non-iNKT) en utilisant le couple de marqueurs TCRB/NK1.1. L’association du tétramére au
couple TCRB/NK1.1 permettrait de distinguer les non-iNKT (tétramére négative) des iNKT
(tétramere positive).

L’implication de la molécule CD1d dans ce phénoméne pourra étre envisageée en

utilisant des cellules MZB issues de souris déficientes pour la molécule CD1d.

L’existence de souris déficientes en MZB, les souris Pyk-2KO (fond génétique
129/sv)(Guinamard et al., 2000), s’avére également trés utile pour I'étude in vivo de
implication des MZB dans I'activation des iINKT en réponse a des ligands TLR. Les travaux
de notre groupe montre que l'injection de CpG chez des souris sauvages active les iINKT
(Paget et al., en préparation). Une étude comparative pourra étre menée chez des souris
sauvages et déficientes en MZB. Une limitation dans I'étude de I'activation des cellules iINKT
chez cette souche de souris est 'absence du marqueur NK1.1 et la seule possibilité pour
identifier les cellules iINKT est l'utilisation du tétramére. Pour palier a ce probléme, il est
possible d’envisager de transférer des cellules MZB chez des souris C57BI/6 déficientes en
lymphocytes B (uMT) préalablement reconstituées avec des lymphocytes B dépourvus de
cellules MZB.

Enfin, bien que l'activation des iINKT en réponse a I'ceuf du schistosome ne semble
pas étre dépendant des TLRs, cette activation implique probablement d’autres PRRs. I
serait donc intéressant, dans le cadre de notre projet sur I'activation des iINKT au cours de la
schistosomiase, d’utiliser également ces 2 approches expérimentales pour répondre a la
question précédemment citée, a savoir si les INKT peuvent étre activés in vivo par des APC

autres que les DCs, en réponse au parasite.

3-4 Interaction NKT/MZB en conditions pathologiques

Si la littérature sur le role des cellules NKT, surtout iNKT, dans le controle de
nombreuses pathologies inflammatoires, infectieuses et tumorales est abondante, celle-ci
reste plus restreinte en ce qui concerne I'implication des MZB au cours de processus
inflammatoires. Leur réle a néanmoins été suggéré dans le développement de certaines
pathologies auto-immunes et virales ou un réle des cellules NKT également été proposé
(voir ci-dessous). Par ailleurs, il existe chez ’'homme de nombreux lymphomes B dérivés des
lymphocytes MZB et trés souvent associés a des infections : C’est le cas notamment des
lymphomes associés aux infections a certains virus de type herpés ou au virus de I'hépatite
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C ou encore aux agents pathogénes de type Borrelia burgdorferi, Helicobacter pylori ou
chlamydia psittaci (Suarez et al., 2006). La mise en place de modéles animaux serait
nécessaire pour I'étude des conséquences d’une interaction MZB/NKT induite par un agent

infectieux sur le développement de pathologies cancéreuses de type lymphome.

a- Pathologies auto-immunes

Le lupus érythémateux systémique est une maladie auto-immune caractérisée par la
présence d’auto-anticorps dirigés contre de nombreux antigénes appartenant a différents
compartiments cellulaires, dont le noyau. L'anomalie principale observée au cours du lupus
est une hyperactivation lymphocytaire B, y compris les MZB. Chez des souris lupiques
(NZB/W, PN...), les lymphocytes MZB ont une expression basale des marqueurs de
costimulation (CD80, CD86,...) ainsi qu’'une production d’IL-10 en réponse au CpG (ligand
TLR-9) plus élevée que des souris sauvages (Wither et al., 2000). L'utilisation de souris
déficients pour les TLR-7 et -9 a montré I'implication de ces deux types de PRRs sur le
développement du lupus, bien que leur rble soit totalement opposé, I'absence du TLR-7
induisant une amélioration de la pathologie contrairement au TLR-9 dont la déficience induit
a une aggravation de la maladie (Christensen et al., 2006).

Si une expansion des MZB est largement démontrée dans le lupus, d’autres
populations cellulaires, telles que les NKT, s’expandent également au cours de linfection
(Forestier et al., 2005). Ces observations peuvent apparaitre surprenantes, puisque la
majorité des pathologies auto-immunes sont souvent associées a un déficit en cellules NKT.
Une des questions que I'on peut se poser est de savoir si 'hyperactivation des MZB chez
ces souris lupiques pourrait étre a 'origine, au moins en partie, de I'expansion des cellules
NKT.

Dans le cadre de notre projet, une étude de I'activation des NKT par les lymphocytes
MZB de souris lupiques pourra étre envisagee. Les lymphocytes MZB de souris lupiques, qui
présentent d’aprés la littérature un phénotype de cellules activées par rapport a des souris
sauvages, pourront étre purifiés et co-cultivés avec des cellules iINKT enrichies ou triées.
L’absence du marqueur NK1.1 chez les souris lupiques nécessitera que le tri des cellules
iNKT se fasse sur la base d’'un marquage a I'aide du tétramére CD1d/a-GC.

A la vue des résultats obtenus chez des souris lupiques TLR-7 et TLR-9 KO, une pré-
activation de quelques heures des MZB de souris lupiques pourra également étre réalisée
avant la co-culture MZB/NKT. Les paramétres étudiés pour I'activation des NKT sont décrits
ci-dessus.

Enfin, quelques approches in vivo pourraient éventuellement étre envisagées pour
établir la relevance. Le transfert de lymphocytes MZB purifiés a partir de souris lupiques

semble difficile a envisager pour des raisons d’incompatibilité de fond génétique. Il est
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néanmoins possible d’envisager des transferts de cellules purifiés (B totaux ou MZB +/-
traités avec des NKT) a partir de souris lupiques chez des souris SCID. Des travaux ont
montré que la reconstitution de souris SCID avec des splénocytes de souris F1 NZB/W se
traduit par le développement d’'une pathologie caractéristique d’un lupus (auto-anticorps anti-
ADN double et simple brin, glomérulonéphrite, dépbdt de complexes immuns au niveau des
reins....)(Ye and Chiang, 1998).

‘ b- Pathologies virales

De part leur position stratégique, les MZB sont régulierement exposés aux particules
virales ou cellules infectées par des virus présentes dans le sang circulant. Comme l'ont
montré Gatto et coll., les MZB participent aux phases précoces de la réponse antivirale
(Gatto and Bachmann, 2005; Gatto et al., 2004). Les MZB peuvent également représenter
des cibles potentielles de virus comme par exemple certains de la famille des ‘herpes virus’
(Marques et al., 2003). Parmi cette famille de virus, on retrouve le virus d’Epstein—Barr (EBV)
ou encore le Cytomegalovirus (CMV). Ces infections virales a caractére chronique sont trés
souvent associées chez 'homme a des lymphomes B (Suarez et al., 2006).

Des études faites chez la souris ont montré que le CMV de souris (ou MCMV) induit
trés rapidement une activation polyclonale des lymphocytes B (Karupiah et al., 1998). Il est
possible que cette activation se fasse via le TLR-9, sachant que ce récepteur est impliqué
dans l'activation des DC et des cellules produisant de 'lFN de type 1 (IPC) en réponse au
virus (Krug et al.,, 2004). Cette interaction MCMV/TLR-9 est absolument nécessaire a
I'activation des cellules NK qui jouent un rdle crucial dans I'élimination du virus.

Etant donné l'activation trés rapide de nombreuses cellules du systéme immunitaire
inné en réponse au MCMV, DC, cellules NK et probablement MZB, est-il possible que les
cellules NKT puissent également participer a cette cascade d’événements ? |l a été montré

dans cette infection virale une activité anti-virale de 'a-GC (van Dommelen et al., 2003).

Il serait donc tout a fait intéressant d’étudier dans ce contexte I'état d’activation des
cellules NKT (iNKT et non-iNKT) en réponse a une infection par le MCMV (disponible au
laboratoire) chez des souris sauvages et des souris déficientes en lymphocytes B totaux
(souris uMT) sachant qu'une activation polyclonale des lymphocytes B est observée au
cours de linfection. Le role des MZB sur l'activation des iNKT en réponse au MCMV pourra
étre envisagé en reconstituant des souris C57BI/6 uMT avec des lymphocytes B déficients

en MZB (purifiés par tri cellulaire).

En cas de succes, que ce soit dans un modéle de maladie auto-immune ou virale, le

meécanisme d’activation des cellules NKT par les MZB sera abordé.
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4- Conclusions

Les cellules NKT jouent un rble primordial dans le contrdle et la polarisation de la
réponse immune lors de nombreuses pathologies cancéreuses, auto-immunes,
inflammatoires ou infectieuses. De part leur grande plasticité fonctionnelle, les lymphocytes
NKT représentent une cible de choix dans les stratégies d’immunointervention. Toutefois,
une meilleure compréhension des propriétés fonctionnelles des cellules iNKT est un pré

requis essentiel afin d’envisager de cibler ces cellules en immunothérapie.

Si les DCs, en tant qu’APC professionnelles, sont capables d’activer les lymphocytes
iNKT, I'implication d’autres APC, dans I'activation des iNKT est possible mais reste trés peu
connue, notamment en réponse a des signaux de danger. Les lymphocytes B de la zone
marginale représentent également une sous population d’APC intéressante, puisqu’elles
expriment fortement la molécule CD1d et comme les DCs et iNKT, en tant que cellules du
systéme immunitaire inné, elles constituent une premiére ligne de reconnaissance et de

défense contre les molécules bactériennes.

Enfin, si les moyens d’investigation des cellules non-iNKT sont actuellement limités,
'étude de la fonction de ces cellules dans la schistosomiase, mais également dans un
contexte plus général, n’en représente pas moins un challenge intéressant pour la suite de

notre projet de recherche.
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