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INTRODUCTION




Bien que 1'@osinophile fut identifi& dé&s la fin du siécle dernier par
sa morphologie et ses affinités tinctoriales, ses fonctions ne furent
2lucidées que plus tardivement. Une @&osinophilie périphérique et tissulaire
est fréquemment | associée aux infections parasitaires (notamment les
helminthiases), & des nombreuses situations allergiques et @également 3
certains processus cancéreux. Les diverses fonctions des éosinophiles ont é&té
plus particuliérement appréhendées dans deux situations immunopathologiques:
les reactions da'hypersensibilité immédiate et 1les infections parasitaires.
Deux fonctions majeures on &té& attribudes A4 cette cellule . un 7rdle
immunomodulateur dans 1'hypersensibilité immédiate, grice au contenu
enzymatique capable de neutraliser certains médiateurs 1ibérés au cours d'une
réaction anaphylactique par les mastocytes ou les basophiles . une fonction
effectrice dépendante d'anticorps démontrée aussi bien in vitro qu'in vivo en
liaison avec 1'immunit& au cours de certaines infections parasitaires et
notamment dans la schistosomiase.

L'&tude des mécanismes effecteurs dans les infections parasitaires a
clairement &tabli le rdle essentiel de certains anticorps qui permettent
1'adhésion de 1'Eosinophile 3 sa cible grdce 3 1'existence des récepteurs
spécifiques 3 la surface de 1'éosinophile. Parmi ces anticorps, seuls les
anticorps & propriété&s anaphylactiques possédent la capacité d'induire
ultérieurement la lyse de la cible par les &osinophiles. Ce mecanisme a &té
démontré dans le cas de cytotoxicité vis—-3-vis de S.mansoni en présence
d'éosinophiles et d'anticorps d'isotypes 1gG2a et IgE chez 1le rat, IgGl chez
la souris et IgE chez 1l'homme. La sous—classe d'IgG effectrice dans ce

L - - -~
mecanisme n'a pas encore &té identifiée chez 1'homme.




-

La mise en &vidence d'une hé&térogénéité fonctionnelle des &osinophiles
humains dans ce mécanisme nous a conduit 3 1'étude de facteurs potentiels de
régulation, d'une part au niveau de 1'interaction entre anticorps et leurs
récepteurs membranaires spécifiques et d'autre part au niveau de 1la
variabilité de 1'activation de 1'Gosinophile 1iée 3 une @&ventuelle
hétérogénéité des populations.

Aprés un rappel bibliographique concernant les caractéristiques
structurales de 1'&osinophile notamment celles qui sont en rapport avec ses
fonctions effectrices, nous envisagerons les différentes méthodes d'é&valuation
de l'activation de 1'&osinophile aussi bien chez le rat que chez 1'homme. Nous
analyserons ensuite les interactions entre é&osinophiles et anticorps
anaphylactiques d'une part ainsi que le r8le modulateur de certains isotypes

d'immunoglobulines.




RAPPEL

BIBLIOGRAPHIQUE




A. ASPECTS STRUCTURAUX DE L'EOSINOPHILE

Dans ce chapitre, nous avons voulu rapporter les connaissances actuelles
sur le plan morphologique et structural de 1'@osinophile nécessaires 3 1la

compréhension de ses fonctions.

a.l. Les récepteurs

a.l.1. Récepteurs de membrane pour les immunoglobulines

Les @&osinophiles possédent des récepteurs de membrane pour les
immunoglobulines telles que 1les IgG et 1les IgE (1,2) qui participent
directement 3 1l'expression de la fonction effectrice.

Les études effectuées sur les &osinophiles humains wutilisant 1la technique
des rosettes avec des globules rouges sensibilisé&s par des IgG, ont montré que
ces cellules possédent des récepteurs pour les I1gG ( 3 ). Quant au pourcentage
d'éosinophiles formant 1les rosettes-IgG, il varie en fonction de 1'IgG
utilisée (30 % de rosettes obtenus avec 1'IgG de rat ; 20 7 avec 1'IgG de
lapin ; 8 7% avec 1'IgG humaine) (4) et en fonction de 1'origine de
1'éosinophile (45 3 89 7 avec les é&osinophiles humains obtenus chez 1les
patients avec un taux &levé d'éosinophiles ; 3 3 10 % avec les &osinophiles de
sujets normaux) ( 5 ).

Les &osinophiles humains possédent des récepteurs pour les différentes
sous—classes d'IgG sans que 1l'on aie pu identifier leur spécificité. Dans ce
contexte, il a &té& révélé que leé IgGl, IgG2, IgG3 et 1IgGs agrégées inhibent
la fixation d'immunoglobulines non agrégés respectives ( 3 ). De plus, une
inhibition de la fixation d'IgG4 par 1'IgGl agrégée a &été soulignée ( 3 ).

Dans le cas de 1l'é@osinophile de rat, nous avons montré que le site de

fixation pour 1'IgGl de rat est différent du ré&cepteur commun pour 1'IgG2a et .

1'IgG2c ( 6 ).




Des &tudes plus récentes ont démontré que les &osinophiles possédent aussi
des récepteurs spécifiques pour 1'IgE. Par la technique des rosettes utilisant
des érythrocytes sur lesquels est fixés chimiquement de 1'IgE myélomateuse de
rat, Capron et coll. démontrent qu'environ 40 % des &osinophiles péritonéaux
de rat portent un récepteur pour 1'IgE ( 2 ). Au cours de ces expériences, il
a été démontré, par la technique de rosettes "mixtes”, que le méme é&osinophile
exprime des récepteurs spécifiques pour 1'IgE et 1'IgG. Des expériences
similaires sur les &osinophiles humains révélent &galement 1'existence d'un
récepteur spécifique pour 1'IgE, De plus, 1l'utilisation de 1la microscopie
électronique a permis de démontrer que les &osinophiles sont capables de fixer

1'IgE marquée 3 111123

(2). La capacité fonctionnelle in vivo de ce récepteur
d fixer 1'IgE a été confortée par 1la présence de 1'IgE cytophile sur les
€osinophiles dans certains situation pathologiques, au cours desquelles les
taux d'IgE circulantes &taient &levés (7). En effet, 75 % des sujets
hyperéosinophiliques possédent 1'IgE de surface et une association
significative est retrouvée entre la présence d'IgE de surface et 1le taux
d'IgE sériques. La structure de ce récepteur a pu récemment &tre etudiée grice

d la production d'un anticorps monoclonal spécifique de ce récepteur ( Fec _ R).

£
L'analyse moléculaire de ce récepteur, isolé par chromatographie d'affinité
utilisant des immunoadsorbants realisés soit avec 1'IgE ou avec 1'anticorps
monoclonal anti-Fc ¢ R révéle la présence de deux composants majeurs 1'un de 50
000 daltons et l'autre de 23 000 daltons (8).

I1 n'a pas &té détecté de récepteurs pour 1'IgM 3 1la surface des
éosinophiles humains fraichement préparés ais aprés 12 heures de culture les
éosinophiles sont capables dé former des rosettes avec des &rythrocytes
sensibilisés par 1'IgM de lapin (le pourcentage de rosettes passe de 1.5 %

avant culture 3 27 % aprds culture) ( 9 ). Dans les mémes conditions, le

pourcentage de rosettes IgG ne varie pas. Les rosettes IgM sont spécifiquement

inhibées par 1'IgM humaine et non pas par 1'Ig6 ( 9 ). Quant aux &tudes

consacrées aux récepteurs IgD et IgA, 11 semble que 1les &osinophiles n'aient

pas de sites de fixation spécifiques ( 3 ).




a.l.2. Récepteurs pour le complément

Des récepteurs pour les composants C4 et C3b du complément ont &té
identifiés sur les &osinophiles humains par 1la technique de rosettes en
présence de complément humain ( 1 ). Dans ces expériences, la fixation du
complément semble &tre dépendante de 1la température. L'expression de ces
récepteurs peut &tre augmentée par 1'incubation des &osinophiles en présence
des différents facteurs dont un facteur chimiotactique (ECF-A : Eosinophil
Chemotactic Factor of Anaphylaxis) ou ses analogues et 1'histamine (10)., Des
travaux complémentaires associant la technique des rosettes et 1la fixation
d'anticorps monoclonaux spécifiques des récepteﬁrs complément ont récemment
confirmé la présence sur les &osinophiles d'un récepteur pour le C3b (CRI), et
1'existence d'un récepteur pour le fragment C3bi (CR3) (11). L'étude
fonctionnelle de ces deux récepteurs a montré que seul 1le récepteur CR3
intervient dans la fonction effectrice des €osinophiles en synergie avec les

récepteurs Fc, cela sur les éosinophiles activés (12).

a.2.Les granules

Les granules jouent un r3le important dans 1la fonction cytotoxique de
1'éosinophile. Ces granules contiennent différentes molécules dont certaines
posséddent des activités toxiques vis—-d-vis de différentes cibles (parasites,
cellules). Parmi ces molécules nous pouvons citer la protéine basique majeure
(MBP) et d'autres protéines cationiques de 1'@osinophile telles que la
protéine cationique de 1'@osinophile ( ECP) et la peroxydase de 1'@osinophile

(EPO).




a.2.1. Proteine Basique Majeure = MBP (Major Basic Protein)

Seule protéine localis@e dans le cristallo¥de du granule ou "core”, la MBP
est la protéine majeure de la cellule (55 %Z du contenu granulaire) (13, 14).
Les &tudes effectuBes sur les @&osinophiles de cobaye montrent que cette
molécule, formée d'une seule chaine polypeptidique de 11 000 de poids
moléculaire s'agrége et devient insoluble grice 3 1la formation de ponts
disulfure entre plusieurs monoméres (14). L'analyse des acides aminés de 1la
MBP révéle la présence de 13 % d'arginine expliquant ainsi son caractére
basique. Les &tudes de  microscopie &lectronique effectuées sur les
€osinophiles humains révélent la présence de la MBP dans le cristallo¥de. Les
mémes travaux soulignent 1'absence de cette protéine dans d'autres cellules
comme le neutrophile, le mastocyte, le lymphocyte. Par contre, la MBP a é&té
mise en &vidence dans le basophile (15) .

La structure physicochimique de 1la MBP, et plus particulidrement son
caractére basique et la présence de deux groupements de sulfhydryl 1libre,
suggédrent que la MBP peut réagir avec différentes molécules acides et avec des
enzymes dont 1'activité dépend de groupements sulfhydryl. Dans ce contexte, 1la
MBP augmente 1l'activité enzymatique de 1la papalne, neutralise 1'activité
anticoagulante de 1'héparine, mais ne posséde ni activité antihistaminique ni
activité antibactéricide (14). La MBP posséde des propriétés lytiques

vis—3-vis de différents parasites (S. mansoni, F. hepatica, T. spiralis, T.

cruzi) (16-19 ). Par aileurs, des travaux ont révélé que les &osinophiles sont
capables de 1libérer de la MBP en présence de schistosomules (cible d'attaque
de la réponse immune) et des anticorps spécifiques (16). La MBP se trouve
fixée 3 la surface de schistosoﬁules de S. mansoni induisant 1leur 1lyse. De
plus, la MBP purifie 3 partir des &osinophiles humains exprime une toxicité
vis-3-vis des schistosomules tout comme d'autres molécules basiques telles que

la protamine (16) .




Cette activité lytique n'est pas spécifique d'une cible parasitaire, elle
peut s'exprimer &galement vis—3-vis de cellules de mammiféres comme les
cellules intestinales, é&pidermiques, &pithéliales, vasculaires, trachéales,
spléniques et endothéliales (20,21 ). Les concentrations toxiques de 1la WMBP
utilis@es dans ces expériences peuvent &tre effectivement détectées dans 1les
liquides biologiques des patients ayant une &osinophilie suggérant que cette
molécule puisse endommager in vivo les tissus. D'autre part, la MBP est
capable d'activer les basophiles et mastocytes, ce qui se traduit par une
libération de 1'histamine (22 ).

Le dosage de MBP par une technique radioimmunométrique basée sur
1'utilisation des anticorps spécifiques de la MBP d'&osinophiles a révélé la
présence de MBP au niveau de sérums de sujets ayant des taux &levés
d'8osinophiles et au niveau de crachats chez les sujets asthmatiques (23). De
plus, des taux &levés de MBP ont &té détectés dans les sérums de femmes
enceintes (24). Ce taux sérique de MBP qui augmente pendant 1la grossesse pour
atteindre un plateau & la 208me semaine n'est pas corrélé au pourcentage
d'éosinophiles sanguins. Des travaux ultérieurs utilisant 1la technique
d'immunofluorescence ont mis en &vidence 1la MBP dans le placenta. Ces
résultats supportent 1'hypothése que le placenta puisse produire de la MBP

(25).

a.2,2, Protéine cationique de 1'&osinophile (Eosinophil Cationic Protein:ECP)

La protéine cationique de 1'&osinophile ou 1'ECP est 1localisée dans la
matrice des granules.

Les &tudes immunochimiqueé et physicochimiques effectuées sur les
éosinophiles humains ont ré&vélé que 1'ECP et 1la MBP sont deux molécules
cationiques distinctes. Cette conclusion est basée sur deux &vidences : (i)
les deux protéines montrent une différence importante de poids moléculaire

(26), (ii) 1la composition en acides aminés est différente (27).




Dans le méme contexte, une &tude biochimique récente a permis de révéler
une homologie structurale &troite entre 1'ECP et 1'EDN (Eosinophil Derived
Neurotoxin) (28). Cette &tude a indiqué que la structure de ces deux molécules
est comparable & celle de la ribonucléase (RNase) et qu'elles peuvent exprimer
une activité RNase " 1like” (28) .

Des anticorps monoclonaux dirigés contre de 1'ECP purifide 3 partir de
granules d'éosinpphiles humains ont révélé une différence entre deux formes
d'ECP : 1'une native, 1l'autre présente uniquement dans les conditions
d'activation (dans les granules d'@osinophiles de sujets hyperéosinophiliques)
(29). En effet, un anticorps monoclonal, EGl, reconnait 1'ECP sous 1les deux
formes, tandis que le deuxiéme monoclonal EG2 ne reconnait que 1la forme
activée (29). I1 semble donc que 1'ECP subisse un changement de forme
molé&culaire au cours de 1'activation de 1'@osinophile. Des études récentes ont
mmontré que les phagosomes d'amastigotes de T. cruzi phagocytés par les
éosinophiles in wvitro deviennent fluorescents en présence des anticorps
anti-ECP ( EGZ) (30). L'ECP est une molécule toxique pour les schistosomules
de S. mansoni et cette activité est 8 3 10 fois supérieure 3 celle de 1la MBP
(31,32) . De plus, 1'ECP inhibe 1'activité@ anticoagulante de 1'héparine. L'ECP
a également des propriétés neurotoxiques tré&s puissantes. L'injection d'ECP
chez le cobaye reproduit le phénoméqe de Gordon qui se traduit par une
incoordination de mouvements, ataxie et une paralysie des membres posté;ieurs.
(C'est Gordon qui décrit le premier la réaction neurotoxique die 3
1'éosinophile et le phénoméne est connu sous le nom de “phénoméne de Gordon".)

Sur 1le plan histologique, 1l'injection de 1'ECP induit wune réaction
inflammatoire avec une infiltration de cellules sanguines et une destruction

non sélective des tissus nerveux (33),
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Le dosage d'ECP par une technique radioimmunomé@trique basée sur
1'utilisation d'anticorps monoclonaux anti-ECP a permis de déceler cette
protéine dans les liquides biologiques au cours de 1'asthme allergique. En
effet, le test de provocation par l'allergéne augmente le taux d'ECP sérique

pour atteindre un pic entre 30 et 60 min aprés la stimulation (34).

a.2.3. Eosinophil-derived neurotoxin (EDN)

L'éosinophile contient une autre molé&cule appelée Eosinophil Derived
Neurotoxin (EDN) (35) . Localisée aussi dans la matrice des granules, 1'EDN
injectée chez le lapin ou le cobaye provoque le phénoméne de Gordon (35)
1'EDN a &été partiellement purifie 3 partir des &osinophiles humains sur gel
filtration (36). Les fractions contenant l'activité neurotoxique possddent un
poids moléculaire de 15 000 environ. Cette activité est détruite par chauffage
d 90°C. Plus récemment, 1'EDN a &té& purifide sur colonne héparine—-sépharose et
la composition en acides aminés a &té déterminée (28). L'EDN et 1'ECP montrent
une séquence homologue et 37 parmi les 54 acides aminés sont identiques.
Comme, il a @&été signalé dans 1le chapitre précédent, 1'EDN posséde une
homologie structurale avec la ribonucléase (28).

Par ailleurs, une autre protéine cationique appelée "Eosinophil Protein X"
(EPX) a été décriﬁe. Elle posséde des analogies structurales et fonctionnelles
avec 1'EDN (37). Cette EPX produit, elle aussi, des réactions neurotoxiques
(33). L'ensemble de ces travaux suggdérent que 1'ECP, EDN/EPX pourraient &tre
codées par le méme géne ou des génes associés. Bien que cés molécules
possédent des poids moléculaires variant entre 16 000 et 23 000 daltons, elles
induisent des réactions neurotoxiques 3 différents degrés d'activité. Ces
différences peuvent &tre liées 3 la composition en oligosaccharides.

Enfin, 1'EDN posséde é&galement une activité toxique faible pour les
schitosomules de S. mansoni (38). Au contraire, 1'EPX est fortement toxique

pour les schistosomules au stade pulmonaire (39).
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a.2.4. Peroxydase de 1'Eosinophile (EPO)

L'EPO est localisée dans 1la matrice des granules de 1'@osinophile de
différents animaux de laboratoire et chez 1'homme (40,41). L'intensité de
coloration de 1'EPO permet une numération différentielle des &osinophiles dans
une population leucocytaire (42). Certains &osinophiles, tels que ceux des
félidés (lion, tigre et chat) ne contiennent pas de peroxydase (43) . Du point
de vue génétique, 1'EPO est différente de la MPO (myéloperoxidase de
neutrophiles). En effet, des sujets déficients en MPO présentent une activitéd
peroxydasique dépendante de 1'@osinophile (44). L'EPO a &té purifiée 3 partir
des éosinophiles humains (45,46 ). L'&tude biochimique de cette molécule de 71
000 daltons, a révélé qu'elle est formée de 2 sous unités (58000 et 14000
daltons) (47).

La composition en acides amin&s montre un pourcentage &levé en arginine,
leucine et acide aspartique (46,47). Le point isoélectrique d'EPO est
supérieur 3 11 (46). La production d'un anticorps monospécifique de 1'EPO a
permis de démontrer qu'elle est différente de la MBP, 1'ECP et 1'EPX (46). Par
dosage radioimmunométrique le contenu de 1'@osinophile en EPO est de 1'ordre
de 15 ug/lO6 éosinophile (46).

Quant 3 la fonction de 1'EPO, elle exprime un effet bactéricide en
présence de 1l'eau oxygénée et un halogéne (48). Des &tudes ultérieures ont
montré que ce méme systéme EPO-HZOZ—halogéne est capable de 1lyser 1les
schistosomules (49 ), les toxoplasmes (50 ), 1les trypanosomes (51 ) et les
cellules tumorales (52 ). De plus, 1'EPO  est capable d'induire la
dégranulation mastocytaire et donc la libération d'histamine (53 ). Dans ce
contexte, des études ont révélé 1la présence de 1'EPO complexée 3 certains

granules de mastocytes dont l'activité biologique est beaucoup plus &levée que

celle de 1'EPO libre (54 ). Ces observations suggérent que 1'EPO 1libérée de
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1'éosinophile soit par exocytose soit par une lyse cellulaire, peut intervenir
en présence de 1'eau oxygénée et d'un halogéne (concentrations physiologiques)
dans 1l'activation des mastocytes et donc indirectement dans la réponse
inflammatoire. Des &tudes ultérieures effectuées sur le systéme
EPO-H202-halogéne ont indiqué que la fixation de 1'EPO sur T. gondii (50) ou
T. cruzi (51 ) augmente significativement 1la cytotoxicité dépendant des
cellules phagocytaires mononucléées. Par ailleurs, les macrophages sont
capables de lyser spontanément les cellules tumorales ayant adsorbé de 1'EPO 3
leur surface (55 ). La lyse est inhibée par 1'azide indiquant 1la nécessité de
la présence de 1'EPO active. Ces observations, en paralléle avec celles faites
sur la MBP, suggérent que 1'&osinophile peut fonctionner comme une cellule
bénéfique pour 1l'organisme en détruisant les cellules tumorales et en limitant
leur dispersion.

Enfin, le systéme EPO-H,0,-halogéne inhibe 1'activité biologique des
leukotriénes (LTC4 et LTD4). Cette activité peut s'exercer aussi sur 1le LTB4
en inhibant son pouvoir chimiotactique (56 ). L'éosinophile, par
1'intermédiaire de 1'EPO, poufrait donc moduler 1'action des 1leukotriénes au

cours d'une réaction inflammatoire (Tableau A).

"a.2.5. Autres enzymes associ&s 3 l'éosinophile

Une 1large variété d'enzymes communes &d toutes les cellules ont &té
décrites dans la 1littérature, parmi lesquelles se trouvent "la
béta-glucuronidase, 1'arysulfatase, 1la phospholipase D et B et 1'alcaline
phosphatase (57). Certains de ces enzymes semblent jouer un rdle essentiel
dans la régulation de la réaction d'hypersensibilité immédiate. C'est 1le cas
de la phospholipase D qui inactive le PAF (Platelet Activating Factor) et
1'histaminase qui inactive 1'histamine (58,59). I1 avait &té& démontré que

1'arysulfatase, présente dans les microgranules de 1'@osinophile chez 1les
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primates uniquement &tait capable d'inactiver le SRS-A ( Slow reacting
substance of anaphylaxis) (60) . TI1 s'est avéré ultérieurement que cette

fonction n'était pas retrouvée quand 1'arylsulfatase &tait purifide (rdle

probable d'un contaminant) (61).




TABLEAU A : CARACTERISTIQUES DE DIFFERENTS COMPOSANTS GRANULAIRES DE 1'EOSINOPHILE

Nom des molécules Localisation Poids moléculaire Spécificité Fonction
(daltons) cellulaire
Major Basic Protein Cristalloide de 11 000 Eosinophiles - Toxine pour différents parasites
(MBP) granule ("core') ’ Basophiles (S. mansoni, T. spiralis)
-~ Toxine pour différentes cibles cellu-
laires de mammiféres
- Anticoagulante
Eosinophil Cationic Matrice de 16 700 - 19 500 Eosinophiles - Helminthotoxine
Protein (ECP) granule " - Anticoagulante
- Neurotoxine
-~ Inhibiteur de prolifération
lymphocytaire
Eosinophil Derived Matrice de ’ Eosinophiles - Neurotoxine
. 15 000 - 18 000 s 2 . "i s "
Neurotoxin (EDN) granule - Activité enzymatique RNase '"like
Eosinophil: Matrice de Eosinophiles ~ Toxine pour les schistosomules
Protein X (EPX) granule pulmonaires
- Neurotoxine
Eosinophil - Matrice de 71 000 Eosinophiles - Activité toxique pour plusieurs cibles
Peroxydase (EPO) granule parasitaires (S. mansoni, Toxoplasmes,

Trypanosomes )

- Activité toxique vis-a-vis des cellules
tumorales

- Inducteur d'activation pour les masto-
cytes

- Activateur de certaines fonctions de
cellules mononucléées (lyse cible para-
sitaire et cellules tumorales)

- Inhibiteur des fonctions biologiques de
certains leukotriénes (LTB4, LTC4, LTD4)




a.3. Cristaux de Charcot-Leyden (CLC)

Charcot et Robin notent pour 1la premiére fois 1la présence de cristaux
caractéristiques dans la rate de patients leucémiques (62 ). Ultérieurement,
Leyden décrit des cristaux similaires dans les crachats des patients
asthmatiques (63 ). Ces cristaux, appelés cristaux de Charcot-Leyden (CLC)
associés 3 différents symptdmes 1iés 3 1'Bosinophilie (64 ) sont formés au
niveau de la membrane de 1'@osinophile (65 ) (FigureA). Une &tude comparative
de leur structure avec celle de la MBP a ré&vélé une différence dans 1la
composition en acides aminés et en carbohydrates (66 ). Quant & leur fonction,
les &tudes effectuées sur des @osinophiles humains montrent que la CLC posséde
une activité lysophospholipase. En effet, 1les observations montrant que la
lysophospholipase et la CLC possédent les mémes caractéristiques
physicochimiques de taille et de charge et qu'ils forment des cristaux
morphologiquement identiques, suggdrent que la lysophospholipase est un
constituant majeur de la CLC (67 ). Comme dans le cas de 1la MBP, 1a CLC se
retrouve également dans les basophiles (68 ). Plus récemment, des &tudes
comparatives biochimiques entre 1les basophiles et mastocytes humains ont
souligné 1l'absence de ces cristaux au niveau des mastocytes (69 ). Ces
observations suggérent donc que les cristaux de CLC présents dans les tissus,
pourraient &tre 1libérés spécifiquement par 1les &osinophiles tissulaires ou
1libérés par les basophiles dans le sang ensuite transportds dans les tissus.
Le dosage de CLC, par une technique radioimmunom&trique, dans 1les sérums des
individus sains ou chez les patients ayant une &osinophilie supérieure 3 30 %
a révélé que le taux de CLC dans 1les sérums de ces derniers est

significativement plus &levé que celui des sérums des sujets sains (70 ) .
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a.4. Médiateurs néoformés

Parmi 1les médiateurs néoformés, 1'@osinophile peut générer certains
leukotriénes qui constituent une partie des &léments actifs de 1la "Slow
Reacting Substance of Anaphylaxis™) (SRS-A) (71 ). Ces 1leukotriénes sont
formés par 1l'oxydation de 1'acide arachidonique, dérivé  de la
phosphatidylcholine, par la voie de 1lipooxygénase (72 ). Les #&osinophiles
produisent préférentiellement du LTC4 tandis que 1les neutrophiles produisent
du LTB4 (73 ). Une &étude récente effectuée sur les @&osinophiles humains 3
révélé que 1l'activation de ces cellules par des IgG induit 1la production de
LTC4 (74 ). L'8tude de propriétés biologiques de leukotridnes révélent que ces
substances sont de puissants agents myotropes sur les voies respiratoires in
vitro et produisent la broncho-constriction in vivo (75,76). D'autre part, par
leur effet chimiotactique sur 1les cellules leucocytaires, les leukotriénes
sont considérés comme médiateurs de la réaction inflammatoire (77 ).

Le précurseur des leukotriénes, l'acide arachidonique, par 1la voie de 1la
cyclooxygénase peut produire &galement des prostaglandines, parmi lesquelles
1'EDI ( Eosinophil derived inhibitory) qui est capable d'inhiber 1la 1lib&ration
d'histamine (78,79).

L'&osinophile est aussi capable de produire un facteur activant les
plaqﬁettes (PAF : Platelet Activating Factor) (80 ). Plus récemment, la
formation et la libération du PAF-acéther et du 2-lyso PAF-acéther, précurseur
du PAF-acéther, ont &té confirmées par une &tude effectude sur des
éosinophiles humains révélant que le PAF-acéther est produit par 1'8@osinophile

aprés une activation par le calcium ionophore (81 ).




B. FONCTIONS DES EOSINOPHILES

b.1. La phagocytose

Bien qu'il soit admis que les &osinophiles sont des cellules effectrices
capables de tuer différentes cibles, et en particulier 1les parasites, les
premiéres expériences &tudiant les fonctions de 1'&osinophile ont dJdémontré que
cette cellule est capable de phagocyter in vitro et in vivo les complexes
immuns antigéne~anticorps (82). Ni 1'antigéne seul, ni 1'anticorps seul ne
sont phagocytés par 1'@osinophile (82). Par contre, les &osinophiles peuvent
phagocyter des billes de latex couplées 3 un antigéne en présence des IgG

spécifiques (83).

b.2. Les fonctions effectrices anti-parasitaires

Des taux élevés d'@osinophiles sont classiquement associés 3 1'allergie et
aux helminthiases. La mise en &vidence de 1la fonction cytotoxique de
1'€osinophile a permis de considérer 1'&osinophile, non seulement comme une
cellule phagocytaire ou une cellule modulant les réactions d'hypersensibilité
immédiate, mais 'aussi comme cellule doude de fonction effectrice dans

1'immunité antiparasitaire.

b.2.1. Vis-3a-vis des schistosomes

Chez 1'homme

Les premiéres &tudes in vitro ont démontré que les &osinophiles

périphériques humains sont cytotoxiques pour les schistosomules de S, mansoni

(84). Dans ce systéme, les anticorps IgG sont nécessaires pour induire cette

activité (85). Au cours de 1'attaque du parasite par les
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éosinophiles, deux &tapes ont &té identifiées (86,87 ) : 1la premidre &tape
réversible qui implique les anticorps spécifiques et 1les récepteurs Fc de
1'éosinophile, aboutit &3 1'adhérence entre 1la cellule et 1la cible ; 1la
deuxiéme est 1'&tape de dégranulation conduisant 3 la mort de la cible par 1la
libération des protéines cationiques (86-88).

D'autre part, Capron et Coll. ont démontré que la fonction cytotoxique des
€osinophiles peut s'exprimer &galement en présence d'anticorps de classe IgE
spécifiques de S, mansoni (89). L'interaction entre 1'IgE et son récepteur est
indispensable comme i1 a &té démontré griace aux anticorps polyclonaux et
monoclonaux spécifiques dirigés contre le Fc R (8). Dans ce contexte, Capron
et Coll. ont pu identifier pour la premiére fois 1'existence de récepteurs
pour 1'IgE (Fci;RZ) sur des cellules distinctes des mastocytes et des
basophiles (90 ). Ces travaux soulignent 1le réle effecteur potentiel des
anticorps IgE dans les mécanismes anti-parasitaires (90 ). De plus, 1'étude
approfondie de ce récepteur sur les &osinophiles humains a révélé 1'exis£ence
d'une sous—population dite "hypodense” capable d'exprimer wune capacité
cytotoxique IgE-dépendante accrue par rapport & une sous-population dite
"normodense”. Lors de 1'étude fonctionnelle des é&osinophiles humains 1la
purification de ces cellules sur gradients discontinus de métrizamide a révélé
des variations considérables dans legr distribution (91 ). En effet, des
eosinophiles de faible densité ou &osinophiles “hypodenses” (aspect dégranulé
et vacuolé) ont pu &tre séparés des &osinophiles de densité normale ou
éosinophiles "normodenses™ (91 ). Les &osinophiles hypodenses représentent un
pourcentage élevé des &osinophiles totaux non seulement dans les lavages
bronchoalvéolaires, dans les &panchements pleuraux et dans le sang de patients
ayant un syndrome hyperéosinophile idiopathique ( 1,5 X 109
&osinophiles/litre ; durée 6 mois) (92 ) mais aussi dans le sang de patients

infectés par certains parasites (helminthes). L'étude comparative

fonctionnelle de ces deux .
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populations cellulaires révéle que, bien que 1les &osinophiles hypodenses
présentent un contenu protéique granulaire moins important que les
normodenses, ils expriment néanmoins une activité cytotoxique
significativement plus intense vis—d-vis des schistosomules de §S. mansoni en
présence d'IgE spécifique que celle observée pour les &osinophiles normodenses
(89 ). Cette différence fonctionnelle pourrait s'expliquer par un nombre plus
€levé de récepteurs Fc pour 1'IgE ou/et une augmentation de 1'affinité de ces
derniers pour 1'IgE (89 ). Ces observations confortent 1les travaux initiaux
(91 ) démontrant que les éosinophiles hypodenses induisent 1la 1lyse d'hématies
de mouton sensibilis@s préalablement par des IgéG de 1lapin (systéme
hétérologue). Par ailleurs, dans un systéme homologue, 1l'activation des
€osinophiles humains par les IgG induit des taux de 1libération de LTC4 plus
élevé que ceux des é&osinophiles normodenses (93 ). L'ensemble de ces
observations suggdrent que les sous—populations d'@osinophiles correspondent 3

différents stades d'activation ou/et de maturation in vivo.

Dans 1'infection expérimentale

La cytotoxicité dépendante de 1'@osinophile a &été démontrée dans d'autres
espéces. Chez le rat, Capron et Coll. (94 ), ont &tabli in vitro que les
€osinophiles péritonéaux de rats sains, en présence d'anticorps spécifiques
d'isotype IgG2a, induisent la mort des schistosomules de §. mansoni. Dans ce
mécanisme, la présence des mastocytes ou de surnageants mastocytaires solubles
parmi lesquels, 1'ECF-A (Eosinophil Chemiotactic Factor of Anaphylaxis) est
nécessaire pour 1l'expression de 1la cytotoxicité. D'autre part, une &tude
effectuée sur les &osinophiles de rats infestés par S. mansoni a révélé qu'i
certaines périodes d'infection, les &osinophiles sont capables d'exprimer une
cytotoxicité directe vis—3d-vis des schistosomules en absence d'anticorps (95).

Ces résultats ont &té confortés par les expériences de rosettes démontrant
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la présence d'anticorps spécifiques d'isotype IgG2a 3 1la surface de ces

€osinophiles (95 ). De plus, le pourcentage de rosettes est significativement

associé au pourcentage de cytotoxicité. Ces observations suggdrent donc, que
les récepteurs Fc pour 1'IgG2a présents 3 1la surface des &osinophiles sont
capables de fixer ces anticorps in vivo et par conséquent peuvent intervenir
dans la réponse effectrice anti-S. mansoni. Les anticorps de classe IgE
anti-S. mansoni de rat sont aussi capables d'armer 1'&osinophile en cellule
effectrice grice 3 la présence de récepteurs Fc pour les IgE (96 ). C'est
ainsi qu'une réponse biphasique a &t& mise en &vidence au cours de 1'infection
expérimentale du rat (96 ). L'IgG2a produite précocement dans 1'infection, est
responsable de la cytotoxicité dans les premidres semaines (4 semaines). Aprés
cette période, c'est 1'IgE qui intervient dans 1'induction de 1la réponse
effectrice.

L'ensemble de ces travaux réalisés d'abord dans le modéle expérimental rat
et confirmés ensuite chez 1'homme, ont permis de souligner 1'interaction
privilégiée entre &osinophiles et anticorps anaphylactiques, ce qui fut
également démontré chez la souris (97).

Le rd6le de ces classes d'anticorps a &té confirmé par 1la production
d'anticorps monoclonaux de rat anti-S. mansoni de classe IgG2a et IgE,
capables de reproduire la méme activité cytotoxique que celle induite par le
sérum de rat infesté en présence d'&osinophiles (98,99). Ces travaux ont eu
comme conséquence, l'identification des antigénes cibles de ces mécanismes de
cytotoxicité (100).

La fonction effectrice de 1'&osinophile a &té& démontrée in vivo au cours
des expériences de transfert de cellules. Les &osinophiles de rats infectés
par S. mansoni protégent les rats sains vis—d-vis d'une infection challenge
par ce parasite d un degré comparable 3 celui induit par une premiére

infection (101). Ces expériences, montrent que des facteurs sériques
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effecteurs sont nécessaires 3 1'expression de cette protection. Le r8le de ces
facteurs sériques in vivo (IgG2a, IgE) a été confirmé par 1le transfert passif
des anticorps monoclonaux de rat (98,99).

Si la fonction effectrice de 1'&osinophile vis-3vis de schistosomules de
S.mansoni a &été mise en &vidence chez 1'homme, la schistosomiase experimentale
du rat a permis de mieux définir les différents paramétres de 1'immunité
qu'ils soit humoraux ou cellulaires dépendants d'anticorps (102) . Ces travaux
permettant d'é&tablir le rdle essentiel joué par 1'éosinophile en présence
d'anticorps dirigés contre différents antigénes cibles, suggérent que
1'@osinophile pourrait étre utilisé comme une sonde dans 1'établissement d'une

réponse protectrice dans le cadre d'immunoprophylaxie de la schistosomiase.

Modulation de la fonction effectrice

Outre les anticorps et la présence de mastocytes nécessaires 3
1'expression de la cytotoxicité des &osinophiles, plusieurs facteurs ont &té
identifi{és intervenant dans 1la régulation de 1la fonction effectrice de

1'&osinophile.

Régulation par des immuns complexes : La présence des complexes immuns

circulants représente un premier facteur de modulation. Chez 1le rat, 1'dtude

cinétique de 1'expression de la cytotoxicité au cours de 1'infection par S.

mansoni révéle des variations importantes (95 ). Deux situations ont &té

observées selon la période d'infection : 3 certaines périodes d'infection les
éosinophiles sont cytotoxiques pour les schistosomules en présence en absence
d'anticorps spécifiques. A d'autres périodes, les #&osinophiles semblent &tre
inhibés puisqu'ils sont incapables d'exprimer une cytotoxicité directe

(vis-3a-vis de schistosomules) ni méme en présence d'anticorps
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spécifiques. D'autre part, la sensibilisation passive des 8osinophiles de rats
sains par les complexes immuns obtenus i partir de sérums d'infection permet
de reproduire les observations réalis@es dans 1l'infection naturelle (95 ). Ces
observations ont suggéré que la fonction de 1'&osinophile est modulée par des
complexes immuns soit activateurs, soit bloquants.

Des travaux récents sur les anticorps monoclonaux ont incriminé 1le rdle
bloquant d'anticorps d'isotype 1g8G2c (anticorps monoclonal de rat dirigé
contre un antigéne de surface de schistosomules de S. mansoni de 38000 de
poids moléculaire) (103). Une activité modulatrice de 1'IgG2c a &té mise en
évidence sur l'expression de la cytotoxicité dépendante d'&osinophile induite
par 1'anticorps IgG2a monoclonal de rat (dirigé aussi contre 1'antigéne de
38000). Une inhibition significative de 1'activité cytotoxique d'anticorps
IgG2a est obtenue par la préincubation soit des schistosomules, soit des
éosinophiles en présence de 1'IgG2c (103). Des #&tudes complémentaires sur 1le
mécanisme d'inhibition utilisant les fragments F(ab')2 ou Fc de 1l'anticorps
IgG2¢c ont permis de démontrer qﬁ'il existait un double systéme de blocage,
1'un au niveau de la cible parasitaire par le F(ab')2 et 1'autre au niveau des
récepteurs Fc¢ de la cellule effectrice. Chez 1'homme, la situation a é&té
moins étudiée, cependant Butterworth et Coll. ont suggéré 1la présence de

complexes immuns inhibant la fonction cytotoxique des &osinophiles humains

(85).

Modulation par des facteurs d'origine cellulaire : Le rdle de facteurs

d'origine cellulaire dans 1l'activation de 1'éosinophile a &té démontré pour 1la
premiére fois par Capron et Coll. (94 ). C'est une observation microscopique
qui est 3 1'origine de la mise en &vidence du rdle accessoire du mastocyte

dans la fonction cytotoxique de 1'éosinophile de rat. L'ensemble de ces
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travaux a révélé que les mastocytes, seuls, @&taient incapables de tuer les

schistosomules en présence d'anticorps spécifiques. Mais que 1la présence de

'y

mastocytes ou celle de surnageants mastocytaires sont nécessaires
1l'expression de la cytotoxicité dépendante de 1'IgG2a ou 1'IgE induite par les
éosinophiles (104). Parmi 1les médiateurs mastocytaires, 1'ECF-A a &té
identifié comme facteur capable de reproduire 1'effet de surnageants de
mastocytes ; 1'ECF-A agit sur les &osinophiles humains et ceux du rat en
augmentant 1'expression de Fc récepteurs pour 1'IgG (104). Ce résultat élargit
le spectre d'action de 1'ECF-A qui est aussi capable d'augmenter le nombre de
récepteurs pour le complément (10) et par conséquent 1'activité cytotoxique

d'éosinophiles dépendant du complément (105).

Plusieurs &tudes in vitro ont décrit différents médiateurs immunologiques
capables d'augmenter la cytotoxicité des @&osinophiles vis-3d-vis des
schistosomules de S. mansoni. Le premier facteur est d'origine placentaire
connu sous le nom de CSF- X (Colony Stimulating Factor—/) capable non
seulement de stimuler 1la production d'&osinophiles (106) mais aussi
d'augmenter la cytotoxicité de ces cellules vis-3-vis de schistosomules en
présence d'anticorps IgG ou du complément. Le CSF- X agit en augmentant
1'adhérence d'éosinophile 3 la cible (le pourcentage de schistosomules enrobés
par des &osinophiles incubés en présence de CSF- est deux fois plus élevé
que celui des &osinophiles incubés dans le milieu). De plus, le pourcentage de
mortalité des schistosomules augmente dans les mémes proportions (106). Quant
d la spécificité d'action de ce facteur, il semble activer &galement les
neutrophiles en augmentant leur capacité de tuer des cibles non parasitaires.
Un second facteur d'origine placentaire, 1le CSF—ib, est capable d'activer

spécifiquement les neutrophiles (107).
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Une substance protéique produite par les monocytes humains appelée 1'EAF
(Eosinophil Activating Factor) a &té décrite (108). C'est &galement une
molécule capable d'augmenter 1la cytotoxicité des é&osinophiles dépendant
d'anticorps 1gG vis—3a-vis des schistosomules (108). Elle semble intervenir
dans 1l'activation de 1'@osinophile en induisant sa dégranulation et par
conséquent la libération des molécules toxiques. Un autre facteur &galement
d'origineimonocytaire, le M-ECEF (Monokine Eosinophil Cytotoxicity Enhancing
Factor) est doué d'une activité semblable 3 1'EAF(109). L'étude comparative
entre le M-ECEF et une autre monokine, le TNF (Tumor Necrosis Factor) révéle
des propriétés similaires (les deux facteurs sont produits & la fois par les

monocytes et une lignée cellulaire humaine U937 et possddent le méme poids

moléculaire) (110,111). Des &tudes plus récentes ont démontré que 1le TNF

synthétisé n'a pas d'action toxique directe sur les schistosomules de S.

mansoni, mais augmente 1'activité cytotoxique d'@osinophile en présence
d'anticorps spécifiques (112). Contrairement 3 1'action du CSF-p¢{, le TNF est

spécifique de 1'€osinophile.

Modulation par des facteurs d'origine parasitaire : Deux facteurs d'origine

parasitaire ont été identifiés. Le premier est un produit d'incubation de
schistosomules appelé "Schistosome Released Products” (SRP) de nature
glycoprotéinique qui est capable d'augmenter 1'activité cytotoxique des
&osinophiles en présence d'anticorps : cette activation se traduit par une
stimulation de 1'expression des récepteurs Fc et une dégranulation de
1'éosinophile (113,114). Le deuxiéme facteur est un produit d'incubation de
schistosomes adultes et appel& "Schistosome derived Inhibitory Factor”™ (SDIF)
(115). Ce facteur module la fonction effectrice de 1'@osinophile (116), par
1l'intermédiaire du mastocyte, en inhibant sa dégranulation et par conséquent

la fonction cytotoxique dépendant d'éosinophiles et d'anticorps.
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Une deuxidme voie de régulation faisant intervenir 1le schistosomule
lui-méme a été identifife. Ce mécanisme implique les immunoglobulines IgG
capables de se fixer & 1la surface du schistosomule par 1'intermédiaire de
récepteur Fc )y (117). Les IgG ainsi fix&es subissent un clivage enzymatique
par au muoins deux enzymes prot@olytiques sécrétés par le parasite (une
endoprotéase avec une activité@ trypsin "like"” et une métalloamino-peptidase)
(118). Ce mécanisme vise 3 protéger indirectement 1la cible parasitaire d‘'une
attaque cellulaire.

L'ensemble de ces réponses conduit & un &quilibre entre 1'hdte et 1le
parasite qui fait que 1'élimination de 1la population parasitaire d'une
premiére infection n'est pas totale, elle s'exerce au niveau des formes
larvaires de réinfection (infection secondaire). Ce phénoméne immunitaire a

été appelé 1'immunité concomitante (119).

b.2.2, Vis —3-vis d'autres parasites

Les fonctions effectrices de 1'&osinophile peuvent s'exercer 3 1'encontre
d'autres parasites.

Dans les filarioses, de nombreux auteurs ont montré que les microfilaires
de plusieurs espéces sont tuées in vitro par un mécanisme cellulaire dépendant
d'anticorps (ADCC). Ainsi Greens et al. montrent 1la destruction de la

microfilaire d'Onchocerca volvulus par les &osinophiles humains en présence

d'I1gG spécifiques (120). Des observations similaires ont été &tablies dans le

cas de microfilaires de Brugia malayi (121). D'autre part, des études in wvitro

ont montré que 1l'éosinophile de rat est capable d'adhérer 3 1la surface de
q

microfilaires de Dipetalonema viteae et de dégranuler en présence d'anticorps

IgE spécifique (122). Enfin, une adhésion s@lective a &té soulignée entre les

larves infestantes de Wuchereria bancrofti et 1les &osinophiles en présence

d'anticorps spécifiques (123). Les éosinophiles
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peuvent aussi jouer un r8le crucial dans 1la défense contre Trichinella

Spiralis. Les &osinophiles de différentes espéces sont capables de tuer des

larves de T. spiralis par un mécanisme dé&pendant d'anticorps spécifiques

(124,125). Les &tudes in vivo ont confirmé le réle important induit par cette

cellule grdce 3 l'utilisation de sérum anti-dosinophile (126).

Vis-3—-vis d'infections par des cestodes et notamment par Taenia

taeniaeformis, un ensemble de travaux réalisés chez le rat a révélé 1le réle

majeur joué par les @&osinophiles en association avec les anticorps
anaphylactiques (IgG2a et IgE) (127,128). D'autre part, une association entre

1'immunité 3 la réinfection vis—3-vis de Fasciola hepatica et 1les &osinophiles

a été établie (129-131). Les &osinophiles sont &galement toxiques pour 1les
protozoaires en présence d'anticorps spécifiques. Une destruction effective
par les @&osinophiles a &té souligné pour les formes @&pimastigotes de

Trypanosoma Cruzi (132).

b.3.RA1 '&osinophile en pathologie

Si les &osinophiles ont &té& considérés comme cellules bénefiques soit en
modulant les réactions d'hypersensibilité immédiate soit par 1leurs capacités
toxiques vis—3-vis de certains parasites, plusieurs auteurs ont consacré leur
travaux 3 1'é@tude de leur r3le en pathologie. En effet, il existe une grande
variété de syndrdmes ol on observe un infiltrat d'eosinophiles au sein de
tissus tels que le poumon, le coeur et 1le systéme nerveux. De plus les
protéines cationiques de 1'@osinophile, MBP, ECP et le systéme

EPO-HZOZ-halogéne semblent &tre toxiques pour ces tissus .
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b.3.1. R3le de 1'éosinophile dans les pneumopathies

Sur le plan clinique, les pneumopathies sont souvent caractérisées par un
infiltrat &osinophilique au sein du parenchyme pulmonaire. Sur 1le plan
pathologique, il semble que certaines molecules de 1'€osinophile soient
toxiques pour ces tissus. Ce dernier point trouve une illustration dans
certaines infections filariennes telles que 1les infections par 1les filaires
lymphatiques, souvent associées 3 une é&osinophilie ‘pulmonaire dite
"@osinophilie tropicale” et des taux d'IgE seriques élevées(133). Dans ce cas
particulier, si 1'@osinophile participe 3 1'é&limination des microfilaires, il
peut d'autre part endommager les tissus de 1'hSte (134). Les molécules
impliquées sont la peroxydase et la MBP.Des &tudes complementaires in wvitro
ont montré que ces molécules expriment une toxicité vis—3-vis de cellules
parenchymateuses de poumon humain et de cellules épithéliales de trachée de
cobaye (135,136).Plus récemment, il a &té révélé 1'existence de différentes
populations d'@osinophiles dans 1le lavage bronchoalvéolaire de patients
présentant une pneumopathie 3 &osinophiles. De cette observation, est né 1le
concept d'hétérogénéité des é&osinophiles (&osinophiles “hypodenses” et
€osinophiles "normodenses”) exprimant des capacités fonctionelles et
métaboliques différentes (91,92). De plus, la capacité toxique trds &levée des
€osinophiles hypbdenses en présence d'anticorps et 1'occupation de leurs
récepteurs par de 1'IgE de surface sont des &léments favorables qui suggérent
lé participation de cette population dans certaines réactions néfastes.

Dans 1'asthme allergique, le dosage des protéines cationiques telles que
1'ECP, spécifique de 1l'é@osinophile, suggére un rdle de cette cellule dans les
réactions allergiques (137). Qu#nt 3 1'implication de 1a MBP de 1'@osinophile
dans 1'asthme bronchique, elle a &té testée sur des prélevements autopsiques
des' malades asthmatiques . Les resultats obtenus montrent un infiltrat
&osinophilique et un dépdét de MBP, souvent associé aux 1lesions du tissu
épithélial. Par contre les autopsies des tissus de malades non asthmatiques ne -

présentent ni infiltrat &osinophilique ni MBP extracellulaire(138).
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b.3.2. Rb6le de 1'@osinophile dans les cardiopathies

L'implication des &osinophiles dans les cardiopathies a été largement
étudie au cours de ces dernidres années (139-142). De ces travaux, il a @&té
possible de souligner qu'un syndrome hyperéosinophilique (hyperéosinophilie
élevée ( 1,5 x 109 &osinophiles/litre et persistante 6 mois) est un risque
dans le développement d'ume cardiomyopathie wultérieure (143). Dans ce
contexte, il a &té& &tabli par Spry et al. une &troite relation entre le nombre
d'éosinophiles dégranulés et 1'altération de 1'endomyocarde (phénoméne connu
sous le nom de 1'endomyocardite de Loeffler). Dans les modéles expérimentaux,
ces mémes auteurs ont démontré que les surnageants des &osinophiles activés
sont toxiques pour les cellules cardiaques du rat (143). Par ailleurs, le
syndrome hyperé&osinophilique idiopathique semble provoquer différentes
pathologies liées 3 une infiltration des &osinophiles péripheriques dans des

organes tels que le foie, la rate, les reins, la peau et le systéme nerveux

(139).
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C.R6le de 1'@osinophile dans 1'immunité anti-parasitaire

L'association entre les éosinophiles et les infections par les helminthes
a été admise depuis longtemps. Cependant la caractérisation du rdle effecteur
de 1'éosinophile n'est que récente. Cette démonstration est 1le résultat des
études in vitro de 1l'interaction entre les eosinophileé le 1les 1larves de
différents helminthes, en particulier les schistosomes. Dans ce chapitre nous
allons résumer les connaissances actuelles sur le rdle de 1'@osinophile dans
1'immunité& contre S.mansoni.

Chez le rat, les &tudes de 1l'infection expérimentale par S.mansoni ont
montré clairement que 1l'immunité 3 1la réinfection &tait un mécanisme
multifactoriel od plusieurs populations cellulaires, telles que les
éosinophiles, les macrophages , les plaquettes, et 1les anticorps de classe
IgG2a et IgE jouent un rdle majeur (144). L'étude de la fonction effectrice de
1'éosinophile de rat a permis de suggérer un rdle dans 1'immunité .En effet,

les observations histopathologiques soulignaient 1'accumulation d'E@osinophiles

autour des schistosomules de S.mansoni in vivo apréds wune infection naturelle

(145). De plus, 1l'injection d'un sérum anti-&osinophile chez 1les souris
diminue 1'immunité anti-S.mansoni(146). D'autre part, 1'injection
d'éosinophiles de rat immuns conduit & un niveau significatif de protection
vis—d-vis d'une infection cercarienne chez le rat receveur(10l). Outre cette
premiére série d'observations, des arguments indirects soutendent le r8le
protecteur des &osinophiles. L'injection d'un anticorps anti Fec récepteur
chez le rat avant 1'infestation par S.mansoni conduit 3 une &l&vation de
charge parasitaire par rapport a un groupe de rats ayant subi un traitement
similaire par des anticorps non specifiques (M.Capron, communication
peréonnelle). Cet ensemble de resultats représente un faisceau d'arguments
convergeant en faveur du r8le essentiel joué par 1'@osinophile dans 1le

mécanisme de protection vis—a-vis de la schistosomiase.
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Chez 1'homme, une &tude épidemiologique et immunologique a &té& entreprise
par Butterworth et Coll. afin de définir les facteurs de résistance (immunité)
chez des sujets chroniquement exposés aux cercaires de S.mansoni (147,148). Au
cours de cette &tude , 129 enfants vivant dans une zone d'hyperendémie
bilharzienne au kenya ont &té traités par un médicament schistosomicide
(oxamniquine) afin de ramener toute 1la population &tudiée au mnéme degré

d'infection. L'intensit@ 3 la réinfection de chacun a été ensuite #&valuée, en

fonction du temps de contact avec l'eau (site d'infection). Vingt deux enfants

ont montré des intensités de réinfection &lévés (:7 100 oeufs par gramme de
selle) et sont considérés comme susceptible 3 1la réinfection. Parmi les 70
enfants qui ont montré des intensités de reinfection faibles durant 1la méme

période (£ 30 oeufs par gramme), 35 enfants, ayant eu des temps de contact

prolongés avec 1'eau, sont considérés comme résistants. Les &tudes de 1la
réponse immune n'ont pas montré une nette corrélation avec la résistance i 1la
réinfection. En effet, les deux groupes possédent des anticorps (IgG) capables
d'induire la fonction cytotoxique des &osinophiles humains vis—-3-vis des
schistosomules de S.mansoni. De plus le taux d'IgE anti-schistosomules et 1le
nombre d'eosinophiles, mesurés comme une estimation indirecte de 1la fonction
effectrice des &osinophiles ne diffdrent pas entre les deux groupes. Ces
résultats suggérent que la présence des anticorps effecteurs et des cellules

effectrices ne peuvent pas expliquer, 3 eux seuls, 1'immunité chez 1'homme.
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BUT DU TRAVAIL

L'apparition de taux &levés d'anticorps au cours de 1'infection par
S.mansoni est un phénoméne bien connu mais qui a pris toute sa valeur quand
les études in vitro ont démontré& que ces anticorps, et notamment les classes
d'immunoglobulines anaphylactiques pouvaient induire en présence de cellules
effectrices ( les macrophages, les &osinophiles et 1les plaquettes) une effet
cytotoxique pour des larves parasitaires en culture ( le schistosomule).

Les interactions entre éosinophiles et anticorps liées 3 la présence
de récepteurs spécifiques nous ont conduit 3 1'étude des isotypes intervenant
dans la fonction de 1'&osinophile. Notre but est donc, tout au long de ce
travail, d'étudier les anticorps intervenanﬁ dans le mécanisme d'activation de
1'&osinophile in vitro tout en essayant de chercher parmi ces anticorps ceux
qui sont capableé de moduler cette activation. Parallélement, nous avons
essayé d'évaluer la participation réelle de cette régulation in wvivo,afin de
mieux @&lucider 1les mécanismes responsables de 1'immunité ou 1'absence

d'immunité dans la schistosomiase.
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MATERIEL et METHODES
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A, PARASITES ET ANIMAUX

A.1. Cyclé du parasite de S. mansoni

Les vers adultes de S. mansoni vivent et s'accouplent dans les veines
mésentériques de 1'hdte définitif. Les femelles pondent ds oeufs qui
traversent les parois intestinales et sont &liminés dans 1les selles. Dans
1'eau, les oeufs éclosent et libérent une 1larve ciliée, le miracidium, qui
infecte 1'hdte intermédiaire, un mollusque planorbide. Le miracidium se
développe dans 1'hdte intermédiaire et, aprés plusieurs multiplications
asexuées, donne naissance 3 des sporocystes, formes intermédiaires qui se
développent en milliers de furcocercaires matures qui seront &mises dans le
milieu aquatique. L'infection est réalisée par pénétration transcutanée
active. A ce stade, la cercaire se transforme en schistosomule qui, transporté
par le courant sanguin, migre dans le poumoun (3 3 8 jours aprés pénétration),
puis dans les veines mésentériques de 1'hSte définitif od 1les vers adultes
miles et femelles s'accouplent et la ponte commence. Les phases de migration

s'accompagnent de la maturation des parasites.

La souche de S. mansoni utilisée dans notre laboratoire est d'origine

sud—américaine. L'h3te intermédiaire est 1le mollusque Biomphalaria glabrata.

L'hdte définitif utilisé pour maintenir le cycle au laboratoire est 1le hamster

doré Mesocricetus auratus.

A.2. Infestation des rats par S. mansoni

Des rats Fischer syngéniques midles (250 - 300 gr environ) (Iffa Credo,

L'Arbresle, France) ont &té utilisés.
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Les rats sont infestés selon 1la technique décrite par Smithers et al.

(149). Les rats sont maintenus en décubitus dorsal. Sur 1'abdomen rasé, on
applique un cyclindre métallique de 2 cm de diamétre maintenu par une bande
adhésive. Dans ce cylindre, on place une suspension aqueuse contenant les
furcocercaires de S. mansoni (1500 cercaires par rat ). Le passage transcutané

s'effectue pendant 30 minutes 3 1'obscurité.

B. PURIFICATION DE DIFFERENTES POPULATIONS CELLULAIRES DE RAT

B.1l. Eosinophiles

Les &osinophiles sont prélevés par lavage de 1la cavité péritonéale des
rats Fischer sains ou infectés par S. mansoni stimulés 48 heures auparavant
par une injection intrapéritonéale de 10 ml d'eau physiologique (NaCl 0,9 %)
(94). Le lavage est effectué par injection de 30 ml de milieu MEM additionnés
de 150 pl d'anticoagulant (Calciparine Choay, Paris).

La suspension cellulaire est transférée dans un flacon de culture
cellulaire de 75 ml (Corning, USA). Les flacons sont incubds dans une &tuve 3
37°C sous atmosphére CO2 5 % . Aprds 2 heures, les cellules surnageantes
enrichies en &osinophiles sont récupérées par centrifugation 3 600 x g pendant
10 mn 3 + 4°C. Les &osinophiles sont numérés sur cellule de FUCHS aprds une
dilution au 1/10e dans une solution de Discombe (150).

Le pourcentage d'&osinophiles dans les cellules surnageantes varie entre
48 Z + 14 chez les rats sains. Le pourcentage d'&osinophiles obtenu chez les

rats infecté&s par S. mansoni par la méme méthode d'enrichissement varie entre

43 et 85 %.
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B.2. Neutrophiles

Les neutrophiles sont obtenus par lavage de la cavité péritonéale de rats
Fischers stimulés 4 heures auparavant par injection intrapéritonéale de 10 ml
de glycogéne (LABOSI Paris-France) 3 10 Z (p/v) dans du tampon phosphate 0,01

M pH 7,20,

Les cellules sont lavées 4 fois en milieu MEM., Le degré de pureté estimé
aprés étalement de la préparation par cytocentrifugation a 500 tours pendant 2
mn et coloration au RAL est de 95 7 (le RAL est composé de 3 solutions : du
méthanol, une solution aqueuse d'éosine et une solution aqueuse de bleu de
méthyléne qui sont utilisées successivement pour fixer et colorer les

préparations)( Société chimique Pointet— Girard, Villeneuve La Garnne-France).

B.3. Mastocytes

Ils sont obtenus par lavage de la cavité périton@ale de rats par 30 ml de
milieu MEM additionnés de 150 Fl de calciparine. Le; cellules sont
centrifugées 3 600 x g pendant 10 minutes 3 + 4°C puis remises en suspension
dans 1 ml de MEM et déposées sur 2 ml d'une solution de métrizamide 3 22,5 %
(151). Le gradient ainsi préparé est centrifugé 3 1500 tours(450 x g) 3
température ambiante. Dans ces conditions, les mastocytes sédimentent au fond
du tube. Le culot ainsi obtenu est récupéré et lavé 2 fois en MEM.

Les mastocytes sont numérés sur une cellule de FUCHS aprés une coloration

par une solution de bleu de Toluidine. Dans ces conditions, le degré de pureté

en mastocytes est voisin de 90 %.
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C. IMMUNOGLOBULINES ET ANTISERUMS UTILISES

C.1l. Immunoglobulines my&lomateuses

Ces immunoglobulines préparées et purifides 3 partir des protéines
myélomateuses selon une technique précédemment décrite nous ont é&té& confiées
par le Professeur H. Bazin (Université@ de Louvain - Bruxelles-Belgique).Cing
isotypes d'immunoglobulines de rat ont &té wutilisées : IgE, IgG2a, IgG2b,

IgG2c, IgGl et IgM (152).

C.2. Immunoglobulines monoclonales anti-S. mansoni

Dans nos expériences, deux isotypes d'immunoglobulines monoclonales de
rats ont été utilis@es : IgG2a et IgG2c. Ces immunoglobulines douées d'une
activité anticorps anti-S. mansoni sont produites par une hybridation
cellulaire entre cellules spléniques de rats infectés depuis 30 3 35 jours et
des cellules myélomateuses de rats (153). Les &tudes fonctionnelles de ces
deux anticorps monoclonaux ont montré que 1'IgG2a ,capable d'immunoprécipiter
un antigéne de surface de schistosomules de S.mansoni de 38000 daltons de
poids moléculaire, induit une activité cytotoxique dépendant d'Eosinophiles de
rat vis—dvis de schistosomules in vitro (cible d'attaque de 1la réponse
immune).Cet anticorps monoclonal transfére un pourcentage de protection
significatif contre une infection par S.mansoni chez le rat. Par contre, bien
que 1'IgG2c qui immunoprécipite le méme antigdne de 38000 soit incapable de
reproduire la cytotoxicité induite par 1'IgG2a en présence d'éosinophiles, il

est capable d'inhiber le rdle effecteur joué par ce dernier(103).
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C.3. Agrégation des immunoglobulines (Ig)

Les immunoglobulines sont agrégées chimiquement en présence de diméthyl
suberimidate (DMSI , Pierce Chemicals Co, Rockford, IL). La technique consiste
i incuber les Ig en présence de DMSI (41 Pg/mg d'Ig) dans 0.2 M Tris HC1l, pH
8,5, d 37°C pendant 2 hr sous agitation intermittente. Les Ig agrégées sont
dialysées contre de 1l'eau pendant 3 heures, ensuite contre du PBS une nuit et
contre du MEM pendant 3 heures afin d'éliminer les substances toxiques pour

les cellules.
C.4. Antisérums
Les antisérums spécifiques de différentes <classes et sous—classes

d'immunoglobulines de rats sont préparés par 1l'immunisation de chdvres ou de

lapins par les immunoglobulines purifi@es selon la technique décrite par Bazin

et al. qui nous les a aimablement confiées (154).

Dans notre présent travail, nous avons utilisé cinq antisérums spécifiques

de rats :

Immunoglobulines de lapin anti-IgE de rat

Immunoglobulines de chévre anti-IgG2a de rat
~ Immunoglobulines de lapin anti-IgG2c de rat
= Immunoglobulines de lapin anti-IgG2b de rat

Immunoglobulines de lapin anti~IgGl de rat

~ Immunoglobulines de lapin anti-IgM de rat.
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D. PREPARATIONS D'EXTRAITS ANTIGENIQUES PARASITAIRES

Les techniques décrites précédemment (155,156) permettent 1la préparation

des extraits antigéniques bruts totaux de S. mansoni et de Toxoplasma gondii.

D.1. Aptigénes de Schistosoma mansoni

Les vers adultes de S.mansoni isolés 3 partir des hamsters infestés depuis
40 jours par perfusion totale subissent 4 cycles de congélation— décongélation
successifs dans une solution physiologique 1°/,, . Aprés une centrifugation 1
heure 3 40000 x g, les surnageants sont dialysés une nuit contre de 1'eau

distillée et lyophilisés.

D.2. Antigénes de Toxoplasma gondii

Les toxoplasmes obtenus & partir des ascites de souris infectées par
T.gondii depuis 72 heures sont &clatés dans 1'eau distillée 3 raison de
500x106 parasites/ml , soniqués pendant 30 minutes puis additionnés d'un 1/2
volume de solution physiologique 1% . Aprés une centrifugation pendant 1 heure
a 10000 xg, 1les surnageants sont dialysés contre 1l'eau distillée et
lyophilisés. Avant de les utiliser, 1les extraits antigéniques sont mis en

solution dans du Hank's Wallace et dosés en protéine.

Remarque: Composition de milieu Hank's Wallace pour 1 1litre d'eau distillée:
NaCl;8 gr , KC1;0,4 gr, CaC12.2H20;0,25 gr, MgS04,7H20;0,2 gr,

Na2HPO4,12H20;0,15 gr, KH2P04;0,06 gr, NaHC03;0,98 gr, Glucose;l gr.
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E. ACTIVATION DES EOSINOPHILES IN VITRO

L'étude de 1'activation cellulaire a #&té envisagée dans deux séries
d'expériences : 1l'une utilisant des &osinophiles de rats sains, 1l'autre des
éosinophiles de rats infectés ©prélevés 3 différentes périodes aprés

1'infestation.

E.1. ACTIVATION EN PHASE LIQUIDE

E.1.1 Eosinophiles de rats sains

La réaction d'activation s'effectue en deux &tapes :

a. Etape de sensibilisation passive

La premidre &tape consiste 3 incuber des &osinophiles de rats sains avec
différentes classes et sous—classes d'immunoglobulines de rat purifides. Cing
cent Pl d'une suspension cellulaire enrichie en &osinophiles (4 x 106

cellules /ml) sont incubés avec différentes concentrations d'immunoglobulines

de rats pendant 1 heure 3 +4°C sous agitation intermittente.

b. Etape d'activation proprement dite

Cette étape est 1induite par des antisérums spécifiques de différentes
classes et sous—classes d'immunoglobulines de rats. Les é&osinophiles
sensibilisés par les immunoglobulines sont incubés avec les antisérums
anti-immunoglobulines de rat (aﬁ préalable décomplémentés 1 heure 3 56°C)
pendant 3 heures sous atmosphére de CO2 5 7% & 37°C sous agitation

intermittente.
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Dans nos différentes manipulations, les témoins négatifs réalisés sont :

1. cellules incubées dans le milieu de culture

2. cellules sensibilisées par les Ig et incub@es avec du sérum de rat sain
décomplémenté

3. cellules non sensibilisées mais incubées avec 1'antisérum

anti~immunoglobuline décomplémenté.

E.1.2, Eosinophiles de rats infestés

Les &osinophiles purifiés comme décrit précédemment 3 partir d'animaux

infectés par S. mansoni sont incubés directement avec différentes

concentrations d'immunsérums anti- immunoglobulines spécifiques pendant 3
heures 3 37°C sous atmosphdre de CO2 5 % sous agitation intermittente. A
certaines périodes d'infection les &osinophiles sont incubés avec différentes
concentrations d'extrait antigénique spécifique (S. mansoni) ou non spécifique

(Toxoplasma gondii).
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F. ACTIVATION EN PHASE SOLIDE

Afin de vérifier que 1'activation de 1'éosinophille n'est pas de 3 une
phagocytose de complexes antigéne—anticorps mais & un phénoméne d'exocytose,
les complexes immuns sont fixés sur un support solide.

La technique consiste 3 couler une solution d'agar (Difco , Detroit, MI) 3
1,2 % contenant différentes dilutions d'antigéne de S. mansoni dans des puits
de plaques de culture (diamétre : 1,5 cm, profondeur : 1,7 cm) (Nunc.
Danemark) 3 raison de 1 ml/puits. Les couches d'agar sont ensuite séchées 3
37°C pendant 2 hr (157). Avant utilisation, un anticorps monoclonal de rat
spécifique de S.mansoni (IgG2a monoclonale anti-S. mansoni) est additionné
dans chaque puits et les plaques sont incub@es 3 37°C pendant 3 hr. Dans
certaines expériences, les puits sont incubés avec une immunoglobulines de rat
(IgGl myélomateuse) . Afin d'éliminer les complexes immuns non adsorbés, les
puits sont lavés avant 1'addition des éosinophiles (4 x 106/m1) pendant une
période d'incubation de 3 hr d 37°C. Le nombre des &osinophiles ayant adhéré
est estimé par difference entre les &osinophiles ajoutés et 1les éosinophiles

non adhérents. Les surnageants résultant d'une centrifugation 3 600 x G

pendant 10 minutes sont testé@s pour leur activité peroxydasique.
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G. DOSAGE DE L'ACTIVITE PEROXYDASIQUE DES EOSINOPHILES (EPO)

Quatre raisons nous ont conduit 3 1'utilisation de 1'EPO comme marqueur

d'activation:
~ Sa spécificité de production par 1'&osinophile.
~ Sa présence dans 1le granule avec d'autres protéines permet
d'envisager la libération d'EPO comme critére de dégranulation
-~ Son rdle cytolytique pour differentes cibles et donc sa
participation 3 la fois aux fonctions bénéfiques et néfastes de
1'€osinophile .
-La relative facilité& de son dosage.

L'activité enzymatique de 1'EPO &tudiée dans notre présent travail est
réalisée sur des surnageants de culture d'é&osinophiles traités selon
différents protocoles.

Les peroxydases possé@dent 1la propriété de transférer 1'oxygéne des
peroxydes i d'autres composés chimiques tels que les amines et les composés

phénoliques. Le principe de la réaction peut &tre traduit :

AH, + H.0 w2 H,0 + A

H202 : eau oxygénée fournissant 1'oxygéne

AH2 ¢ donneur d'hydrogéne.

La méthode utilisée s'inspife des travaux de Migler et al. (158). Les
conditions optimales de dosage d'EPO de nos expériences ont &té déterminées.
Dans un ml de tampon phosphate 0,01 M pH 6 contenant 0,22 mM de H202, on
ajoute 25 pl de paraphényléne diamine 3 1 % dans 1'&thanol (p/v). Cinquante pl
d 200 pl de suspension enzymatique sont ensuite additionnés selon 1les .

conditions d'expérience.
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La cin@tique de la réaction est &tudiée en densité optique 3 550 nm entre
0 et 3 minutes.

Dans chacune de nos expériences, nous avons utilisé une solution standard
préparée en milieu Hank's Wallace 3 partir de péroxydase purifide (horse
radish peroxidase: HRP) (SIGMA) possédant une activité connue. Le dosage de
1'activité enzymatique de 1'EPO proprement dite se fait 3 PH= 6 afin d'éviter
ce qui pourrait étre die 3 la peroxydase de neutrophiles (MPO) qui est elle

active 3 pH superieur 3 7.
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H. METHODE D'ETUDE DES RECEPTEURS Fc PAR LA TECHNIQUE DES ROSETTES

La méthode utilis@e dans ce travail fait appel aux rosettes dites "EA" qui
consiste 3 sensibiliser chimiquement des cellules indicatrices (erythrocytes
de mouton) par des {mmunoglobulines. La présence d'un site récepteur pour
1'immunoglobuline sur une cellule donnée se traduit par la formation de

rosettes entre cette cellule et plusieurs globules rouges.

H.1l. Préparation de globules rouges de mouton

La technique utilisée est celle décrite par Gonzales-Molina (159). Un
volume de globules rouges d 10 7 est traité par un volume de Trypsin (Trypsin
TPCK : Worthington, Freehold, NJ) & 0,2 mg/ml pendant 30 min 3 37°C sous
agitation intermittente. La ré&action est arrétée par un volume d'inhibiteur de
trypsine (0,2 mg/ml) (Soybean trypsin inhibiteur, Worthington Biochemical,

Eurobio ,France).

[V

Aprés 3 lavages en PBS, les cellules sont traitées par 1'aldhéhyde pyruvique

Y]

3 % (qui est 1'agent de couplage) pendant 20 heures sous agitation continue
température ambiante. Ensuite, les globules rouges sont lavés et incubds avec
une solution de fdrmaldéhyde d 3 7% dans les mémes conditions que 1'&tape
précédente (&tape de fixation). Enfin, les cellules sont lavées 5 fois avec du

PBS avant 1'étape de sensibilisation avec les immunoglobulines.
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H.2. Sensibilisation de globules rouges

Les globules rouges fixés sont utilisés 3 1 volume de globules rouges (8 x
108/m1) pour 1 volume d'immunoglobuline (0,4 mg/ml). La réaction de
sensibilisation se fait dans un tampon ac&tate 0,15 M pH 5,0 pendant 2 heures
3 température ambiante. Des &rythrocytes fix8s et sensibilisés dans les mémes
conditions avec wune protéine différente (BSA: serumalbuminebovine) sont

utilisés comme contrdle négatif.

H.3. La technique des rosettes proprement dite

Elle consiste a additionner 1la population cellulaire enrichie en
éosinophiles purifiés 3 partir de rats sains ou infecté&s par S. mansoni (60 pl
d'une suspension cellulaire 3 4 x 106 cellules/ml) avec 60 pl de globules
rouges sensibilisés ou contrdle (3 x 108/m1). Ce mélange est centrifugé a 100
X g 3 +4°C pendant 10 min. Aprés une nuit d'incubation i +4°C, 1le culot
cellulaire est resuspendu par une agitation modérée et colorée avec le
colorant de Discombe (qui colore en Rose-orangé 1les &osinophiles). Le
pourcentage d'éosinophiles formant des rosettes (entourés par au moins 3

globules rouges) est &valué au microscope par rapport au nombre total

d'€osinophiles. On compte entre 200 - 300 cellules.
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Afin d'étudier la spécificité de différents récepteurs, des expériences
d'inhibition croisée de formation de rosettes ont &té effectuées. Les
éosinophiles de rats sains sont préincubés avec les différentes Ig agrégées
comme décrit précédemment (0,5 mg/lO6 cells). Apréds 1 heure d'incubation 3
+4°C, les cellules sont mélangées avec les globules rouges sensibilisés ou
contrdles puis 1'expérience de 1la formation de rosettes est réalisée. Le

pourcentage d'inhibition est calculé suivant la formule suivante :

% inhibition = (1 - % RFC avec inhibiteur / %Z RFC sans inhibiteur) x 100

ou RFC : cellules formant rosettes.
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II - METHODES UTILISEES CHEZ L'HOMME

A, PATIENTS

Dans le cadre de 1'exploration des &osinophiles périphériques et afin de
surmonter le probléme de quantité des &osinophiles (faible pourcentage chez
les sujets sains) nous avons purifié les &osinophiles 3 partir des patients
ayant une hyperéosinophilie d'&tiologie connue : allergie (Service de Pneumo-
Allergologie de 1'HBpital Calmette, LILLE, Pr.A.B.Tonnel ), parasitaire
(Institut de Médecine tropicale d'Anvers Dr H.Taelman) ou syndrdme
hyperéosinophilique idiopathique (HES) (Service de Mé&decine Interne, H3pital

de la Pitié Salpétridre Pr. Godeau).

B. PREPARATION DES EOSINOPHILES HUMAINS

B.1. Prélévement sanguin

Cinquante & soixante ml de sang périphérique sont prélevés dans une
seringue contenant 0,2 ml d'héparine (Choay, Paris, France). La séparation des
globules rouges et des leucocytes se fait par sé@dimentation pendant 30 min 3
température ambiante ou 3 37°C dans un milieu Dextran 3 4,5 % préparé dans
1'eau physiologique (1 v de Dextran pour 5 v de sang) (Sigma Chemicals, St
Louis, Mo). La suspension enrichie en leucocytes est récupérée et lavée dans

du gel de Tyrode DNase et resuspendue 3 une concentration (50 x 106/m1).




Remarques : 1)

2)
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Si la suspension leucocytaire contient des globules rouges,
un choc osmostique peut &tre effectué en ajoutant 20 ml
d'une solution NaCl 0,2 # sur le culot cellulaire. Aprés
agitation constante pendant 15 secondes, on ajoute 20 ml
d'une solution NaCl 3 1,6 %Z afin de ramener 1la suspension
cellulaire dans une solution physiologique 9%.

Composition du gel de tyrode DNase pour 1 1litre d'eau
distillée: NaCl;8 gr, KC1;0,2 gr, NaHCO3;1 gr,
NaH2P04,2H20;0,05 ¢gr, glucose;l  gr, gelatine;l gr,
DNase:0,03 gr (Desoxyribonuclease I Worthington Biochemical

Corp., Freehold, N.J.)
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B.2. Purification des &osinophiles

La purification est réalisée par centrifugation des leucocytes totaux,
préparés comme décrit ci~dessus, sur un gradient discontinu de métrizamide
selon la technique de Vadas et al. (160). Le principe de cette technique est

basé sur la différence de densité entre les populations leucocytaires.

Les différentes solutions de métrizamide aux concentrations de 25 %, 24 %,
23 %, 22 %, 20 et 18 %) préparées 3 partir d'une solution stock de metrizamide
a4 30 Z dans du gel de Tyrode DNase , sont déposées successivement et
délicatement dans un tube conique de 15 ml. Un volume de 2 ml de 1la suspension
leucocytaire est ensuite déposé et les gradients sont centrifugés 3 1200 x g
pendant 45 min 3 15°C. Chaque fraction leucocytaire est récoltée 3 1'interface
des différentes couches et lavée, soit avec le milieu de Hanks Wallace ou
milieu MEM . Le nombre total de cellules par fraction est &valué par un
compteur de cellules "Coulter Counter” ( Coultronics, Margency; France). Le
pourcentage de pureté est estimé sur les préparations cytocentrifugées et
colorées au RAL . Ce degré de pureté est supérieur 3 90 %.

La répartition des &osinophiles sur gradients discontinus de metrizamide
est variable suivant la pathologie. I1 a &té possible de s&parer plusieurs
"sous—populations” d'@osinophiles humains correspondant 3 des densités

différentes(89) (Figure B).




Figure B: Distrubution des &osinophiles humain aprés purification

sur gradient de metrizamide.
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C. IMMUNOGLOBULINES ET ANTISERUMS

Les IgE myélomateuses humaines non agrégées ou agrégées par 1la
bis-diaminodenzidine nous ont &té confiées par le Dr H. Spiegelberg (La Jolla,
CA) Quant aux IgG humaines normales (Cappel, Cochranville, PA), elles sont
agrégées par le diméthyl suberimidate comme décrit précédement. Les antisérums
anti~-IgE humains ( Fc6 specific) ont &té obtenus du laboratoire Miab( Uppsala,
Sudde) et les anti-IgG humains ( Fc ¥ specific) ont été obtenus du laboratoire

Cappel (Cochranville, PA) .

D, SERUMS HUMAINS UTILISES

L'exploration des facteurs  humoraux (anticorps) impliqués dans
1'activation ou la fonction effectrice des &osinophiles a é&té effectude sur

deux types de sérums :

1. Sérums de sujets filariens obtenus 3 partir de patients infectés par Loa

loa ou 0. volvulus et sélectionnés pour leur taux &levé en IgE totales;
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2. Sérums bilharziens obtenus 3 partir de patients infectés par S. mansoni
faisant partie d'une tude é&pidémiologique et  immunologique de 1la
schistosomiase humaine au Kenya(147,148).Les serums ont &té obtenus chez
différents patients traités par 1l'oxamniquine ( 30 mg/Kg) afin de ramener
toute la population &tudiée au méme degré d'infection. La reinfection
aprés traitement a &té& suivie par 1'evaluation du nombre d'oeuf de
S.mansoni dans les selles. Ces sérums ont &té ensuite classés en fonction
de différents paramétres: le temps de contact avec 1l'eau ( site
d'infection), le nombre d'oeufs dans les selles, leur taux d'IgE et leur
capacité cytotoxique dépendant d' anticorps thermostables ( anticorps IgG)

et d'@osinophiles humains vis—ivis de schistosomules de S.mansoni.

Les sérums normaux humains sont obtenus 3 partir de sujets sains. Tous les

sérums sont conservés 3 -70°C.

E. METHODES D'ETUDE DES ANTICORPS IMPLIQUES DANS UNE FONCTION BIOLOGIQUE

Au cours de nos expériences, nous avons utilisé 4 techniques différentes :

E.1l. Traitement des sérums par chauffage

Les sérums sont chauffés 3 56°C pendant 2 hr ce qui &limine ainsi un effet

possible des facteurs thermolabiles (IgE, complément).
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E.2. Passage des sérums sur immunoadsorbant

Cette technique permet 1'adsorption spécifique des immunoglobulines d'un

isotype donné 3 partir d'un sérum total.

E.2.1. Préparation des colonnes d'immunoadsorbant

Un gramme de sépharose activ@e au bromure de cyanogéne (Pharmacia,
Uppsala, Sudde) est gonfl& dans une solution d'HC1 3 pH 3. Le gel obtenu est
lavé dans du tampon NaHCO3 (0,1 M NaCl, 0,5 M). Un ml de gammaglobuline (1,3
ng/ml) (anti-IgG ou anti-IgE) est additionné et agité& sur un plateau rotatif.
Aprds 2 hr d'agitation, le gel est lavé dans du tampon NaHCO3. Les groupements
cyanogénes libres sont alors inactivés par 1'éthanolamine 1 M pH 8 pendant 2

hr. Ensuite, le gel est lavé avec :

= du tampon borate 0,1 M pH 8 NaCl 1 M
- du tampon acétate 0,1 M pH 4

- du PBS.

Le gel ainsi lavé est déposé dans une colonne et lavé avec du PBS.

E.2.2. Epuisement du sérum

Cingq cent Pl de sérum sont passés sur la colonne. L'é&puisement du sérum
est vérifié selon 1'immunoadsorbant réalisé, par mesure des taux d'IgG ou IgE

totales par rapport au taux de départ.
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E.3. Passage sur colonne de Protéine A

Cette technique est basée sur la capacité de 1la protéine "A" isolée 3

partir du Staphyloccus aureus de fixer certaines classes d'lg par 1le biais

d'un récepteur "naturel” pour la partie Fc des Ig. Cette capacité de fixation
d'Ig varie selon 1'isotype.
Chez 1'homme le pourcentage de réactivité est résumé dans le tableau

ci-dessous (161) :

Isotypes humains 7% de réactivité Fixation par le fragment
IgGl 100 % Fec
1gG2 100 % Fe
IgG3 35 % Fe
IgGh 100 7 Fc
IgM 50 % Fab'
IgA 14 % Fab'
IgE | 7% Fab'

La technique proprement dite

Cent Pl de sérum dilué au 1/5e dans du MEM (contenant pénicilline 100 U/ml
et streptomycine 100 ug/ml) sont mélangés avec 100 mg de protéine A sépharose
CL-4B (Pharmacia, Uppsala, Suéde) précédemment gonflés et &quilibrés avec du
MEM. Les tubes sont agités sur un plateau rotatif 3 4°C pendant une nuit. La
fraction non absorbée (effluent SpA) est récupérée par centrifugation 3 600 x .

g pendant 10 min. La fraction absorbée enrichie en IgG est &lude par 0.5 ml de
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glycine 1 M pH 2,8 (éluat SpA) (161). La fraction &luée est tout de suite

neutralisée avec NaOH 10 N et dialysée contre du PBS pendant 3 heures et wune

nuit contre du MEM.

E.4. Séparation des différentes immunoglobulines par gel filtration

La technique utilisée, basée sur la différence de poids moléculaire des
isotypes, permet de séparer les IgG des IgM. La séparation faisant appel 3
1'utilisation d'un gel de filtration est effectué sous pression. Ce type de
fractionnement nécessite un appareillage dit FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) (Pharmacia, Uppsala, Sudde) (162). Briévement, aprés avoir
lavé la colonne de gel de filtration (superose 6) avec du PBS (50 mM, pH 7.2),
100 pl de sérum filtrés sur un filtre de 0,2 pm sont injectés dans la colonne
par une valve. La pression utilisée et de 1 millipascal et le débit est de 0,5

ml/min. Le collecteur est programmé 3 1 ml par fraction (Figure I).

F. PREPARATION DES EXTRAITS ANTIGENIQUES PARASITAIRES

F.1l. Loa loa et D. perstans

Les antigé@nes sont préparés 3 partir des microfilaires isol&s par aphérése
3d partir des patients infectés (163). Les microfilaires sont lavées dans une
solution de NaCl 3 1,7 x 10-4 M et soniqués pendant 2 min par 1'utilisation de
Pons model 20 - 200 S (SuBagnes, France) & 200 W. Les extraits sont
centrifugés i 18,000 x g pendnt 18 min et les surnageants sont dialysés contre

2

du PBS 10 ° M, 9 °/,.. Les protéines sont dosées par une technique de Biorad

(Bio—-Rad, Munich, Allemagne de 1'Ouest).
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F.2. 0. volvulus

L'antigéne est préparé a partir des vers adultes obtenus par dissection
des nodules sous—cutanés enlevés chirurgicalement chez des patients infectés
par 0. volvulus. Ces parasites sont lavés dans une solution de NaCl 0,7 7 et
désintégrés par une presse hydraulique (x press bio ; LKB, Bomma, Suéde). Les
extraits bruts sont centrifugés 3 15,000 x g pendant 30 min et les surnageants
obtenus sont lyophilisés et resuspendus dans du Hanks Wallace. Le dosage des
protéines est effectué par la technique de Biorad. Les antigénes de D. viteae,

S. mansoni and Toxocara canis sont obtenus selon la méme technique.

Les extraits antigéniques ainsi préparés sont utilisés dans les

expériences d'activation cellulaire.

G. ACTIVATION DES EOSINOPHILES HUMAINS

La capacité d'activation a été &tudiée sur des é&osinophiles purifids 3
partir des patients filariens. L'anti-IgE, 1'anti-IgG humain ou 1'antigéne
spécifique 3 différentes concentrations sont ajoutés 3 0,5 ml d'une suspension
d'éosinophiles dans du Hanks Wallace (6 x 106 eosinophiles/ml) et 1les tubes
sont incubés 3 37°C. Comme contrdle négatif, les #&osinophiles sont incubés
dans le milieu ou avec 1l'antigéne non spécifique. Apré&s 1 hr d'incubation, les
surnageants sont récupérés par centrifugation 3 600 x g pendant 10 min et

différents dosages enzymatiques et protéiques sont réalisés.

G.1. Dosage de la peroxydase (EPO)

La détermination de 1'EPO 1ib@rée dans les surnageants est dosée par une

technique de chimioluminescence (C.L.) adaptée d'une technique d&crite par -
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Whitehead et al. (164). Pour 1'essai, 0,05 ml de surnageant est transféré dans

un tube contenant 0,05 ml de H O2 (1,35 mM). Ensuite, 0,05 ml de D-Luciferin

2
(Boehringer, Allemagne) (160 PM dans du Tris-HC1 0,01 M pH 6 ) et 50 Pl de
Luminol (Serva, Heidelberg, Allemagne) (250 Pg/ml dans du Tris HC1 0,01 M pH
6) sont additionnés. Chaque tube est introduit dams un photométre
(Nucléotimétre 107 ; Interbio CLV, Paris, France). Les photons, &mis grice 3
1'excitation du luminol par des radicaux 1libres dégagés 3 partir de 1'H202
sous l'action de la peroxydase, sont mesurés et exprimés en Unité de CL (100 U

de C.L., = 1 mV).Le dosage de 1'EPO se fait a pH 6 3afin d'éviter 1' activité dd

i la peroxydase de neutrophiles (MPO).

G.2. Dosage de la lactate dehydrogénase (LDH)

Afin de vérifier 1'absence d'une lyse cellulaire au cours de 1la réaction
d'activation par les anti-Ig ou les antigénes, nous avons dosé dans ces
surnageants la lactate dehydrogénase (enzyme cytoplasmique). L'activité LDH a
été dosée par 1'incubation de 0,1 ml de surnageant de cellules activées avec 1
ml de phosphate de sodium (50 mM, pH 7,5) et 0,1 ml de nicotinamide~adénine
dinucléotidase hydrogéne (4 mM). La réaction est initiée par 1'addition de 0,1
ml de pyruvate de‘sodium (10 mM). La présence de 1la LDH est suivie par 1la

décroissance de la densité& optique.

G.3. Dosage de 1' "Eosinophil Cationic Protein” (ECP)

L'ECP est mesurée dans les surnageants par une technique
radioimmunometrique utilisant un anticorps monoclonal anti-ECP (165).
Cinquante ul de chaque surnageant sont incubés avec de 1'anti-ECP (50 ul 3 5

ug/ml) adsorbé sur plaque de polyvinylchloride (Becton Dickinson, CA). Aprés 1

hr 3 37°C, la quantité d'ECP fixée est mesurée par l'addition de 50 ul d'ECP .

marqué 3 1'iode 125. Les résultats sont exprimés en ug/ml gri3ce 3 une courbe

standard d'ECP purifiée.
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H. MESURE DE LA FONCTION EFFECTRICE DES EOSINOPHILES

Afin d'évaluer les conséquences de 1'activation d'&osinophiles, nous avons
utilisé un test de cytotoxicité@ in vitro dont la cible est constituée par des

schistosomules de S. mansoni.

H.1l. Préparation de schistosomules

Les schistosomules sont préparés selon la technique de Clegg et Smithers
(166) qui consiste 3 faire pénétrer des cercaires (formes infestantes de S.
mansoni) au travers d'un fragment de peau abdominale de souris. La

transformation en schistosomules s'effectue entre 2 3 3 hr 3 37°C .

H.2. Test de cytotoxicité in vitro

Le test utilisé@ est décrit par Capron et al. (89). Cinguante pl d'une
suspension de schistosomules 3 1000 schistosomules/ml (dans MEM/serum normal
humain 1 Z) sont incubés avec 50 ul de sérum de patients infect@s par S.
mansoni 3 différentes dilutions) dans de puits de microplaques en plastique.
Dans certaines expériences les anticorps correspondent 3§ des fractions Ig
obtenues 3 partir de sérum total. Les cellules effectrices (5000
éosinophiles/schistosomule) sont ensuite ajoutées. Dans les témoins négatifs,
les sérums de patients infecté@s sont remplacés par des sérums normaux ou du
milieu. Le volume final est de 200 pl. Aprés 48 hr de contact, 1le pourcentage
de cytotoxicité est @&valué au microscope (les schistosomules morts sont

immobiles et d'une apparence opaque et granuleuse).
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I, MISE EN EVIDENCE DES ANTICORPS ANTI-S. MANSONI

Deux techniques ont &té utilisées :
~ 1'immunofluorescence

=~ Une méthode immunoenzymatique (ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay).

I.1. Technique d'immunofluorescence

”

La mise en évidence des anticorps anti-S. mansoni a &té envisagée sur
coupes de schistosomules de 8 um. Les coupes sont préparées 3 partir de
schistosomules ( voir H.1l.) lavés 2 fois en tampon cacodylate de sodium (0,1 M
pH 7,2), fixés pendant 1 hr par une solution de glutaraldéhyde (0,4 %) et
inclus en paraffine (Tissueteck, Labeck products, USA).

La réaction d'immunofluorescence se déroule en deux temps :

-~ Fixation de 1l'anticorps sur les coupes de parasite

. 50 Pl de différentes dilutions de sérums humains infectés ou sains sont
déposés sur les coupes de parasite (30 mn)

. les lames sont lavées 3 fois en tampon phosphate 10 mM pH 7.2

— Révélation de la fixation de 1l'anticorps

. 50 Pl de sérum de chévre anti-immunoglobulines humaines marqué 3 1la
fluorescéine (fraction IgG) (Cappell - USA) dilués au 1/20e sont d&posés
sur les coupes de parasite ;

. Aprés 30 minutes de contact 3 1'obscurité, 1'excds d'antisérum est &liminé
par deux lavages de 10 minutes dans 50 Pl de tampon phosphate saline 10 mM
pH 7,2 et par un lavage de 10 minutes dans wune solution au 1/10,000 de

Bleu Evans en tampon phosphate de sodium 10 mM pH 7.2 ;



. 1 goutte de glycérol a 50 Z (v/v) en tampon phosphate pH 7,2 est placée

sur chaque coupe

. Les lames recouvertes d'une lamelle sont observées au microscope &quipé de

lumiére ultraviolette.

I.2. Technique ELISA

Les réactions immunoenzymatiques utilisent différents principes en

fonction de leur finalité. Le

principe de 1la réaction est de  révéler

1'anticorps spécifique fix& 3 1'antigdne par un second anticorps marqué 3 un

enzyme (167). Dans le cadre

compétition entre les anticorps

nos expériences et afin d'éviter une

vig-d-vis d'un antigéne donné, nous avons

utilisé un test de capture schématisé ci-dessous :

NN N

SERUM

. S. ON
SLIDES COATED WITH S. MANSONI
POLYCLONAL HU IeM . NHS
AND SATURATED WITH DILUTION 1/6400

GELATIN

CONTACT QVERNIGHT
~—> 3 uRrs 4°C
+
3 WASHINGS
AG
3 WASHINGS
(CERCARIAL
EXTRACT)

1PL Sy (1662A)

LABELLED WITH

B GALACTOSIDASE
3 HRS + 4°

3

> REVELATION WITH ONPG




- 62 -

La réaction d'ELISA se déroule en 2 temps :

1) - Capture de 1'anticorps par l'anti-Ig

. 200 pl de sérum dilué en PBS sont incubés dans des puits de plaques coatés
avec 1l'anti-Ig (anti-IgM) (Institut Pasteur production, Marnes la
Coquette, France) préalablement lavé@es avec une solution NaCl 9 °/,, Tween
0,4 7 (3 hr 3 température ambiante).

. Les puits sont lavés 3 fois en tampon saline (9 °/,,) et Tween (0,4 %)

. 200 pl d'extrait antigénique de schistosomules préparés 3 1'aide du
détergent Nonidet P40 ( NP40) (0,5 Z dilution finale) 3 100 Pg/ml sont
ajoutés.

. Aprés une nuit d'incubation 3 4°C, 1l'excés d'antigéne est &liminé par 3

lavages de 5 min dans le tampon NaCl (9 °/.,) Tween (0,4 %).

Remarque: L'extrait antigénique est obtenu par traitement de
schistosomules (300000 schistosomules dans de 2 ml d'une solution phosphate

0,1M PH 6) par 75 ul de NP, 3 20 % (BDH, England) en présence de 0,5 U/ml

40
d'aprotinine ( inhibiteur de protéase)( Sigma,USA).Aprés 30 wminutes
d'incubation 3 0°C, le surnageant, obtenu par centrifugation pendant 5 minutes

a 1200x g, est diélysé contre de 1'eau physiologique( 9 °/,, Nacl) pendant une

nuit 3 4°C.

2) Révélation de la fixation de 1'antigéne

. 200 pl d'anticorps marqué 3 la B galactosidase sont ajoutés dans les puits
(i1 s'agit d'un anticorps monoclonal de rat de classe IgG2a décrit
précédemment).

. Apré@s 3 hr 3 4°C les puits sont lavés 3 fois et incubés en présence de 200
pl de substrat (0,014 M 2 -Nitrophenyl-B-D-galactopyranaside, 0,003 M
MgC12 et 0,1 M B-mercaptoethanol).

. La réaction enzymatique est arrétée aprés 1 hr de contact 3 45°C par 300

ul de tampon Nach3 1 M.
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La densité optique est mesurée 3 405 nm dans un titertek Multiskan (Flow
Laboratories, McLean, V.A.,, USA). Chaque test est fait en double. Les

résultats sont représentés par la moyenne de densité optique.

J. TECHNIQUE D'IMMUNOPRECIPITATION D'ANTIGENE RADIOMARQUE (S. MANSONI)

Le marquage 3 1'125

I des antigénes présents sur les parasites vivants
grice a4 1la lactoperoxidase nous permet 1'étude des antigénes de surface

impliqués directement dans la réponse anticorps.

J.1. Marquage de schistosomules et extraction d'antigénes

104 schistosomules préparés comme décrit ci-dessus ( paragraphe H.1l.),
dans 250 pl de PBS (10 mM, NaCl, 0,15 M) sont incub@s avec 12,5 pl de Nal
(0,006 mg/ml), 1 mCi d'iode, 12,5 pl de Lactoperoxidase (1 mg/ml) (Sigma, St
louis,, Missouri, USA) et 12,5 Pl de H202 (1:10000 dans 1'eau déminéralisée).
Aprés une période d'incubation de 15 min 3 +4°C et sous une agitation continue
3 1'aide d'une pipette Pasteur, la r@action est arrétée par 25 pl de Nal 3 6
mg/ml. Les schistdsomules ainsi marqués sont lavés abondamment avec du PBS.
L'extraction d'antigdne est effectu&e par 30 minutes d'incubation 3 +4°C des
schistosomules dans 0,5 ml de tampon Tris HC1 10 mM pH 6,8, contenant du
Nonidet P40 3 0,5 7% (détergent) (BDH, England) et 100 U/ml 'd'aprotinine
(inhibiteur de protéase) (Sigma, USA).

L'extrait détergent est récupéré par centrifugation 1 min 3 200 x g et
ajusté 3 une concentration de 2 % de SDS puis placé dans un bain—marie 3 100°C

pendant 3 min avant la réaction de précipitation (168).




- 64 -

J.2. Réaction d'immunoprécipitation

Des aliquots d'extrait antigénéque &quivalent & 500 schistosomules sont
incubés avec 10 pl de sérum de sujet infecté ou normal pendant 2 hr 3 4°C puis
transférés dans des tubes <contenant 10 mg de Proteine A-Sé&pharose
préalablement équilibrée dans le tampon d'adsorption (Tris-Hel 5 =mM pH 7,4,
NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, Triton x 100 2 %Z et aprotinine 100 U/ml). Aprés une
nuit d'incubation 3 4°C, les billes sont lavées successivement par 3 x 1 ml de
tampon d'adsorption, 3 x 1 ml de Tris HC1 5 mM pH 7.4 NaCl 150 mM et 3 x 1 ml
de Tris-HC1l 5 mM pH 7,4. Les complexes immuns sont &lués par 40 pl de Tris—-HC1
62,5 mM pH 6,8, SDS 3 7% saccharose 10 % 3 100°C pendant 3 min. Les complexes

immuns sont analysés en polyacrylamide SDS. L'électrophorése est effectuée sur

gel 3 13 % aprés concentration des protéines sur gel de polyacrylamide de 5 %.

Les gels sont ensuite séchés puis mis en contact avec un film (Kodak X - omat
R) 3 - 70°C.
Remarque : Lorsque 1'immunoprécipitation est destingée 3 1la recherche de

1'antigéne reconnu par des anticorps ne fixant pas la protéine
A-Sépharose, 1les billes sont préalablement incubdes avec un

anti-Ig (1/50) pendant 4 hr 3 température ambiante puis lavées.
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RESULTATS
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A. ACTIVATION DES EOSINOPHILES PAR DES IMMUNOGLOBULINES A  PROPRIETES

ANAPHYLACTIQUES
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A.1. Chez le rat

Les &osinophiles ont &té identifiés comme cellules effectrices capables de
détruire des larves parasitaires en culture . Les &tudes in vitro ont
démontrées que des IgG2a et des IgE de rat possédant une activité anticorps
sont impliqués dans ce mécanisme en présence d'é€osinophiles de rats sains .
Dans ce mécanisme d'ADCC (cytotoxicité cellulaire dependante d'anticorps), 1la
presence de mastocytes est indispensable pour 1l'obtention d'une cytotoxicité
efficace des eosinophiles (94).

Sachant que la cytotoxicité est 1la résultante d'une activation de
1'eosinophile par des anticorps et différents signaux d'origine cellulaire et
afin de mieux percevoir les relations entre cellules effectrices et anticorps,
nous avons etudié 1'activation des éBsinophiles par differentes
immunoglobulines en mesurant 1la libération d'une enzyme granulaire (la
peroxydase ou EPO) dans les surnageants.

La libération d'EPO induite par une premidre incubation de 1la population
cellulaire enrichie en é&sinophiles de rats sains en presence des differentes
classes et sous classes d'Ig, suivie d'une seconde incubation avec 1'anti-Ig,
a été effectude dans differentes conditions :

- par incubation de différents constituants en suspension ;

- ou aprés adherence sur une surface non phagocytable afin de vérifier
s'il agit d'une exocytose du 3 un signal d'activation et ou i une
phagocytose de complexes immuns.

Le rdle du mastocyte a &té envisagé indirectement par dépletion de
ces cellules

Dans le cas des rats infect&s par S. mansoni, les cellules sont incubées

directement avec l'anti-Ig ou 1l'antigéne.
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1.Spécificité de la technique utilisée pour le dosage d'EPO.

Afin de vérifier que la peroxydase dosée est bien de 1'EPO (eosinophil
peroxidase), nous avons test& la peroxydase de différentes populations
cellulaires selon le pourcentage d'eosinophiles. La figure 1 montre wune faible
activité peroxydasique dans les populations enrichies soit en neutrophiles
soit en mastocytes, qui est probablement liée aux &osinophiles contaminant ces
populations. Par contre la population enrichie en &osinophiles posséde wune
activité importante en peroxydase. L'absence d'une activité peroxydasique dans
les neutrophiles (MPO) peut &tre expliqué@e par le pH qui inhibe 1la MPO ou/et
le donneur d'hydrogéne utilisé qui a wune affinité faible pour le site de

fixation de 1'enzyme.

2.Lib8ration d'EPO par les eosinophiles de rats sains

Quand les &osinophiles de rats sains sont incubé@s avec différentes classes
ou sous classes d'Ig puis avec les anti-Ig spécifiques, des quantitds de
peroxydase variant de 2 & 257 du contenu total sont 1libérées dans les
surnageants.Le pourcentage le plus é&levé est obtenu dans le cas des
éosinophiles activés successivement par 1'IgG2a et 1'anti-IgG2a (27%Z) ou IgE
et anti-IgE (25%),(Table}| ). La 1libération d'EPO est dépendante de 1la
concentration d'IgG2a ajoutée. Par contre, les surnageants des &osinophiles
activés par IgGl, 1lgG2b, IgG2c, IgM et leur anti-Ig respectives montrent des
activités peroxydasiques négligeables comparables aux témoins négatifs
(cellules incubées dans le milieu ou avec 1l'anti-~Ig seul) (Tablel ).

Afin d'étudier la spécificité du second signal d'activation (incubation
avec 1l'anti-Ig), des reactions croisées ont &té envisagées. Seuls les

réactions spécifiques IgG2a—anti-IgG2a et IgE anti-IgE sont capables d'induire

une libération significative d'EPO (Table 2 ).
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Figure 1 : Peroxidase activity of various rat cell populations according to the

% contaminating eosinophils. Neutrophil-rich cells : 95 % neutrophils, 2 %

eosinophils ; mast-cell enriched population : 90 % mast-cells, 7 % eosinophils ;

eosinophil-rich cells : 55 % eosinophils ; 8 % mast cells ; 16 % macrophages ; |

12 % lymphocytes ; 9 % neutrophils. Total intracellular EPO was determined
after lysis of cells with 0.2 % Triton x-100. Results were expressed in

milliunits/10% cells (mean of three duplicate experiments % SD).
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Table 1 ¢ Peroxidase release from normal rat eosinophils stimulated by various rat immunoglobulins and

specific anti-immunoglobulins.

First incubation (1 h, +4°C)?

Second incubation (3 h, + 37°c)b

Peroxidase release % ¢

HBSS
rat IgGimyeloma protein (ug)
500

250
none (HBSS)

rat IgGp; myeloma protein (ug)
500
250

50
none (HBSS)

rat monoclonal IgGp, anti-S. mansoni (ug)

500

250

50
none (HBSS)

rat IgGph myeloma protein (ug)
500

250
none (HBSS)

rat IgGyc myeloma protein gug)
500
250
50
nune (HBSS)
rat IgE myeloma protein (ug)
50
25
10
none (HBSS)

rat IgM protein (ug)

500
250
none (HBSS)

HBSS

anti-IgG)
anti-IgGy
anti-IgGp

anti-IgGp,
anti-{gGp,
anti-IgGy,
anti-IgGp,

anti-IgGo,
anti-IgGp,
anti-IgGp,
anti-IgGp,

anti-IgGop
anti-IgGgp
anti-IgGop

anti-IgGyc
anti-I1gGoe
anti-IgGpc
anti-IgGpe

‘anti-IgE
anti-IgE
anti-IgE
anti-IgE

anti-IgM
anti-IgM
anti-IgM

N.D d

N.D
N.D
N.D

13 %
18.6 %

26.
16.
13.

o 0 ~Nov
® R R R

2.2 %
N.D
N.D

0.6 %
2.5 %
2.8 %
N.D

24.8 %
12.2 %
6.3 %
1.7 %

N.D
N.D
N.D

a8 Eosinophil-rich populations (2 x 106 cells/tube) were incubated with various concentrations of Ig in 500 ul1 HBSS

b Without washings, the cells were further incubated for 3 h at 37°C with anti-Ig antisera (final dilution 1/10)

€ % of total EPO content measured after treatment by triton x~100 (mean of 3 to 5 experiments)

d N.D. = not detectable




Table 2, EPD release : cross-reaction experiments of various Ig and anti-imnunoglobulins.

First incubation (1lh, + 4°() a Second incubation (3 h, + 37°C)B Peroxidase activity (mu/108 eos.)®
HBSS HBSS . 5.98 1 0.4
rat 1gGya myeloma protein (pg) ©
none (HBSS) anti-Ig6y, 12.2 % 2.3
250 anti-1gGp, 43.6 * 2,64
250 anti-l1gE 9.7 t 1.2
rat monoclonal IgGp, anti-S. mansoni (ug) .
250 ' anti-Ig6z 4 t31d
250 anti-1gGoc 1t2
250 anti-IgE 6.2t 1.8
rat IgE myeloma protein (pg)
none (HBSS) anti-1gE 3.6 1 0.3
50 anti-1gE 53+ 1.8 d
50 anti-1gGp, ‘ 19+ 1,9
50 anti-1gGpc 6.7 +0.75
rat IgGpc myeloma protein (ug)
none (HBSS) anti-lgGo, N.D. €
250 anti-lgGp¢ 12.9 1 3.2
250 . anti-1gGp, » 7.4% 15
250 anti-IgE 5.75 t 1.1
Total EPO content f - 278.3 * 4

a 2 x 106 cells/tube

o

with medium or with 1/10 dilution of anti-serum

Mean of 3 experiments ! SD

a o

Significantly different of the other groups (p < 0.001)
N.D. = not detectable

f Total intracellular EPO was measured after treatment with triton x-100 at 0.2 %

m
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3.Libération d'EPO par les &osinophiles normaux activés par des complexes

immuns fixés.

Des précédents travaux ayant suggéré que 1l'exocytose d'EPO soit die 3 une
phagocytose de complexes immuns par les eosinophiles (169), il &tait donc
indispensable de vérifier si 1'activation s'effectue par 1le biais d'un
recepteur pour 1'Ig et non par une phagocytose susceptible d'étre non
spécifique. Cette &tude est rendue possible par 1l'utilisation d'une technique
de fixation des immuns complexes sur une surface nonphagocytable (1l'agar ).Les

eosinophiles adhérent 3 cette surface sur laquelle un extrait antigenique de

S.mansoni et un IgG2a monoclonal de rat anti-S.mansoni ont &té préfixés.

Les résultats obtenus sont présentés en pourcentage de 1libération calculé
par rapport au nombre d'eosinophiles adhd&rant 3 la surface d'agar.

Quand les eosinophiles sont incub@s sur de 1l'agar prétraité avec 1'IgG2a
seule, 45% d'eosinophiles sont capables d'adhdrer, mais 1la 1libération d'EPO
est négligeable (Table 3 ). Par contre, 1'adhérence des eosinophiles (45 3
64%) sur 1l'agar contenant 1'antigéne de S.mansoni et 1'anticorps IgG2a
spécifique est suivie d'une 1libération extracellulaire de peroxydase (15 i
36%). La libération d'EPO est dépendante de 1la concentration de 1'antigéne
incorporé dans 1'agar (% maximal quand_le rapport antigéne—anticorps est 1
10). En plus, wune inhibition d'exocytose d'EPO est observée en présence
d'excés d'antigéne (Table 3 ). L'utilisation d'une immunoglobuline
myélomateuse non specifique de 1'antigéne (IgGl, myelomateuse) n'induit pas 1la

libération d'EPO,
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4.,R8le des mastocytes dans 1'exocytose d'EPO

Les préparations des &osinophiles de rats sont souvent contaminées par
d'autres populations cellulaires telles que 1les macrophages,les neutrophiles
et les mastocytes. Sachant que les mastocytes interviennent dans 1la
cytotoxicité dependante d'éosinophiles et qu'ils interagissent avec 1les mémes
isotypes d'immunoglobulines (Ig anaphylactiques), nous avons envisagé 1le réle
des mastocytes dans la libération 4'EPO par déplétion ou reconstitution de 1a
population d'eosinophiles en mastocytes. Les résultats obtenus (Figure 2)
montrent que les surnageants des eosinophiles dé&plété&s en mastocytes (< 1%)
puis activés avec IgG2a—anti-IgG2a possédent des activités péroxydasiques
similaires 3 ceux reconstituds avec les mastocytes (3 3 30%). Au contraire,
une diminution significative de 1la 1libération d'EPO est obtenue quand les
eosinophiles sont activés avec 1'IgE-anti-IgE en presence d'un pourcentage de
mastocytes élevé (12 3 30%). Ces résultats suggérent que les IgE se fixent sur
les récepteurs IgE 3 plus forte affinité des mastocytes et sont moins fixés

sur les récepteurs de 1'&osinophile.
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Figure 2 : Role of mast cells in EPO release from normal rat eosinophils. Va-
rious proportions of purified mast cells (10 to 30 %) were added to eosinbphi]-
rich p0pu1atfons depleted of mast cells by centrifugation upon 22.5 % metriza-
mide (0.1 to 3 %). Results were expresééd as % of total EPOD content measured

after treatment with 0.2 % Triton X-100,

* Significantly different from each other (p ¢ 0.01).
+ Significantly different from each other {p ¢ 0.0001).
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5.Libération d'EPO par les éosinophiles de rats infectés

Les résultats précedents montrent que les &osinophiles de rats sains sont
activables in vitro par la délivrance d'un signal d'activation constitué de
1'Ig anaphylactique et de 1'anti-Ig correspondante. Afin de démontrer 1la
réalité de ce systéme et sur tout la pertinence biologique de ces mécanismes
d' activation, des expériences ex vivo ont &té envisagées. Ces essais qui sont
basés sur la mise en &vidence d'anticorps cytophiles 3 1la surface des
éosinophiles de rats infecté&s (95)consistent 3 incuber des eosinophiles de
rats infectés par S.mansoni en présence de 1l'anti-IgG2a ou 1'anti-IgE. En
paralléle, le contenu total en EPO est &valué 3 différentes périodes
d'infection. Les résultats présentés dans le tableau 4, montrent tout d'abord
une diminution significative du contenu intracellulaire total en EPO des
€osinophiles de rats infectés par rapport aux &osinophiles de rats sains.
Quant 3 l1l'activation directe des &osinophiles de rats infectés, aprés une
incubation de 3hr 3 37°C en présence de 1'anti-IgG2a ou 1'anti-IgE, des taux
significatifs d'EPO sont 1ibérés dans les surnageants (Figure3). Deux
situations sont observ@es selon la période d'infection : 3 28 et 42-49 jours
aprés 1'infection 1'addition de 1'anti-I1Gg2a induit wune 1libération d'EPO
(27-61%). L'anti-IgE est aussi capable d'activer ces &osinophiles (8 i 307 de
1'EPO total). Ce pourcentage d'EPO est trés faible 3 certaines périodes (35 et
56 jours apr@s infection aprés 1l'addition de 1'anti-IgE ou 1'anti-IgG2a
(figure 3).

L'ensemble de ces résultats non seulement confirme 1la présence, 3
certaines périodes d'infection d'anticorps cytophiles 3 1la surface des
éosinophiles mais aussi démontré la capacité de ces anticorps d'activer les
cellules. Pour déterminer 1la specificité anticorps de ces immunoglobulines
cytbphiles, les 8osinophiles de rats infectés par S.mansoni sont incubd&s en
présence d'un extrait antigenique de S.mansoni ou T.gondii. Les résultats
présentés dans la figure 4 indiquent une 1libération d'EPO des é&osinophiles .
activés par 1l'antigdne spécifique (S. mansoni). far contre, 1l'activation par

1'antigéne non spécifique n'induit pas cette libération.
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SPECIFIC PEROXIDASE RELEASE (%)

Figure 3 : Induction of EPN release by infected rat eosinophils stimulated
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DAYS AFTER INFECTION

either by anti-IgGZa (6———=e) or by antilgE (O———=O) according to the time

after infection. Results were expressed as specific % of total EPO content

measured after treatment with 0.2 % Triton X-100 (The spontaneous release hac

11
been subtracted). Each value represents the mean of three kinetic experiments x|

(BU)
u

sn).
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Figure 4 Release of EPO from S. mansoni infected rat eosinophils (28 days

aftér infection) incubated either with S. mansoni antigen (@&———e) or with

Toxoplasma gondii antigen f»————=x). The bar (mems) represents the percentage of
EPO release % from infected rat eosinophils incubated with medium. Results were
expressed as % of total EPO content measured after treatment with 0.2 % Triton

X-100 (mean of triplicate + SD). For each concentration, the results were signi-

ficantly higher with the specific antigen (S. mansoni) than with unrelated anti-

gens (T. gondii) (p < 0.01).



- 80 -

A.2. Chez 1'homme

L'&tude du r8le des IgE dans 1l'activation des &osinophiles humains a &té

la conséquence d'un ensemble d'observations :

i.

L'existence de récepteurs pour 1'"IgE 3 1la surface d'@osinophiles humains
(Fe R2) et 1leur participation dans 1le mécanisme de cytotoxicité
anti-parasitaire en présence d'IgE spécifique (8). I1 faut noter que cette
fonction effectrice varie en fonction de 1la population d'éosinophiles
utilis@e. En effet, Capron et al. (89) ont montré que les &osinophiles
dits "hypodenses” expriment une cytotoxicité trés importante en présence

d'IgE par comparaison aux &osinophiles dits "normodenses™.

ii. La présence d'IgE 3 la surface d'€osinophiles périphériques ou tissulaires

prélevés chez les patients hyper@osinophiliques au cours de certains

processus pathologiques.

iii.Enfin, les ré@sultats précédents qui ont démontré la lib&ration 4'EPO

aprés activation des &osinophiles de rats avec différents stimuli
immunologiques confirment le rdle majeur joué par les immunoglobulines
anaphylactiques. De plus, 1'EPO semble représenter un bon marqueur
d'activation cellulaire.

Dans le cas des &osinophiles humains il &tait indispensable de confirmer
le rd8le des IgE cytophiles dans 1l'activation et d'envisager leur fonction
anticorps . Afin de faciliter cette #&tude, les expériences ont &té
effectuées sur des éosinophiles purifiés 4 partir des patients filariens
chez lesquels il existe sou&ent 1'association d'une hyperéosinophilie et
d'un taux élevé d'IgE. Les conditions de purification et d'activation

d'éosinophiles sont détaillées dans "Matériels et Méthodes”.




—81—

1. Libération d'EPO par 1les &osinophiles humains apréds stimulation par

1'anti-IgE

Le rd8le des IgE dans 1'activation des €osinophiles humains a &t& envisagé
par le dosage d'EPO dans les surnageants aprés activation des &osinophiles
hypodenses ou normodenses avec des anti-Ig. Les &osinophiles hypodenses
purifiés 3 partir de patients filariens incubés directement avec 1'anti-IgE
humaine libérent des taux significatifs d'EPO ( supérieur 3 5 %) (Tableau 5).
Dans les mémes conditions l'addition des anticorps anti-IgG n'a pas d'effet.
Au contraire, les &osinophiles normodenses montrent une libération non
significative (comparée au témoin milieu) en présence de 1'anti-IgE, tandisque

1'activation par 1'anti-IgG n'induit que de faibles taux d'EPO .

~
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2, Activation par les antigénes

Pour démontrer une activité anticorps de ces IgE cytophiles, 1'EPO est
dosée dans les surnageants des &osinophiles de patients filariens activés par
différents antigénes. Les résultats présentés dans la Figure 5, illustrant
quatre expériences, montrent que l'incubation des &osinophiles hypodenses avec
1'antigéne spécifique (en relation avec 1'infection) induit des taux de
libération d'EPO &levés (10 3 20 Z du contenu total). Cette 1libération d'EPO
est dépendante de la concentration d'antigdne spécifique ajouté. Quand les
mémes &osinophiles sont incubés avec des antigénes non spécifiques, les taux

d'EPO libérée sont négligeables.
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FigureS’ : Induction of EPO release by eosinophils purified from filariasis

patients : 1, D. perstans ;3 2, 3 and 4, Loa loa infection. Hypodense

eosinophils were incubated with D. perstans (D.P.), Loa loa (L.L.), D
(D.V.), T. canis (T.C.) or S. mansoni (S.M.) antigen (S0, 40 or 20 Hg/6  x 106
cells respectively) or medium (M) for 1 hr at 37°C. EPO release in the
supernaténts were measured in the presence of HZOZ, luminol, luciferin,

Results are expressed in C.L. units (mean of duplicate experiments + SD).
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3. Etude cinétique de 1la 1libération d'EPO (peroxydase) et LDH

(lactatedéhydrogénase)

Afin de vérifier si la libération d'EPO est une conséquene de 1l'activation
des é&osinophiles ou d'une lyse cellulaire, une é&tude cinétique de 1a
libération d'une enzyme cytoplasmique, la lactate dehydrogénase (LDH), a &té
envisagée. En paralléle, 1la 1libération d'EPO a &té suivie. Les résultats
obten