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ELAM-1
EPO
Epo
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G-CSF
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ABREVIATIONS

ATL-derived factor

Acide déoxyribonucléique

Acide ribonucléique

ARN messager

Activating Transcription Factor

Adult T-cell Leukemia/Lymphoma
Adénosine triphosphate

Erythroid burst forming units

Antigéne de différenciation cellulaire
Colony Forming Unit
Granulocyte/erythroid/macrophage/megakaryocyte-CFU
Granulocyte/macrophage-CFU
Megakaryocyte-CFU

cAMP Response Element Binding protein
Colony stimulating factor

Eosinophil Cytotoxicity Enhancing Factor
Eosinophil Cationic Protein

Eosinophil Derived Neurotoxin
Endothelial-Leucocyte Adhesion Molecule-1
Eosinophil Peroxydase

Erythropoiétine

Feline Leukemia Virus

Fibroblast growth factor
Granulocyte-Colony Stimulating Factor
Growth hormorne
Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor
Guanosine triphosphate

HTLV-I Associated Myelopathy
Hypereosinophilic syndrome ou
Syndrome Hyperéosinophilique

Human Immunodeficiency Virus



HTLV-I
ICAM-I
IFN

IL-2R
IL-2Rs
kb

kd
LAK
LCF
LFA
LTC4
LTR
M-CSF
MBP
MoLV
NK
PAF
PCR
PDGF
PGE
PHA
PKC
PST
SCF
SIDA
TAC
TGF
TNF
VCAM-1
VLA-4
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Antigéne de surface cellulaire du complexe majeur
d'histocompatibilité humain

Human T-cell Leukemia/Lymphoma Virus type I
InterCellular Adhesion Molecule 1
Interferon

Interleukine

Récepteur pour 1'Interleukine 2
Récepteur pour I'Interleukine 2 soluble
Kilo bases

Kilo Dalton

Constante de dissociation
Lymphokine-Activated Killer
Lymphocyte Chemoattractant Factor
Leucocyte Fonction-associated Antigen
Leucotriene C4

Long Terminal Repeat
Macrophage-colony stimulating factor
Major Basic Protein

Murine Moloney Leukemia Virus
Natural Killer

Platelet activating factor

Polymerase Chain Reaction
Platelet-derived growth factor
Prostaglandine

Phytohémagglutinine

Protéine kinase C

Paraparésie Spastique Tropicale

Stem cell factor

Syndrome d'Immunodéficience Acquise
T-cell Activation

Transforming growth factor

Tumor necrosis factor

Vascular Cell Adhesion Molecule-1
Very Late Activation Antigen 4
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Les progres réalisés ces dix derniéres années a la fois dans les domaines de
la biologie cellulaire, de 'immunologie et de la biologie moléculaire ont permis
de disposer d'une large gamme d'outils moléculaires (protéines recombinantes,
anticorps spécifiques, sondes nucléiques, ...) et d'introduire des méthodologies
plus fines (amplification genique en chaine ou PCR, hybridation in situ, ...).
L'application de ces nouvelles techniques a 1'étude de la physiopathologie de
I'éosinophile a contribué a apporter des données tout a fait novatrices,
bouleversant parfois certains concepts, sur la structure, la physiologie et le role

de cette cellule.

L'éosinophile fut pour la premiere fois décrit précisément en 1879 par

Ehrlich®). Comme les neutrophiles ou les basophiles, c'est une cellule granuleuse
ayant un noyau bi- ou poly-lobé. L'affinité tinctoriale particuli¢re de ces granules
pour des colorants acides comme 1'éosine lui a conféré son nom. Cette cellule est
normalement peu représentée dans la circulation sanguine (environ 1% a 4% des
leucocytes) mais posseéde un fort tropisme tissulaire (peau et muqueuses
gastrointestinales, bronchiques, ...). L'éosinophile fut longtemps considéré comme
jouant un rdle passif dans la réponse immunitaire vis a vis d'éléments étrangers
(allergénes, bactéries ou parasites). Mais les données recueillies ces dernieres
années, et parfois trés récemment, a la fois dans les modeles pathologiques et dans
les modeles expérimentaux font apparaitre 1'éosinophile comme étant un élément
actif dans la réponse immunitaire. Cette cellule se révele, en fait, extrémement

complexe tant au niveau de la compréhension de son activation que dans
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I'appréhension de sa propre genése.

L'éosinophile peut se comporter comme un élément bénéfique ou néfaste
selon les pathologies. On lui attribue un rdle protecteur, notamment dans les
infections parasitaires, mais il peut étre aussi délétere, particulierement dans les
maladies allergiques. C'est cependant dans les syndromes hyperéosinophiliques ou
les taux d'éosinophiles circulants sont les plus élevés, que le role néfaste de cette
cellule est le mieux observé. Ces syndromes représentent un groupe hétérogéne de
pathologies associées a une éosinophilie massive et persistante, a la fois sanguine
et tissulaire. Il existe des formes bénignes et des formes plus sévéres associées a
des 1ésions viscérales multiples et graves, qui peuvent parfois annoncer le
développement d'un lymphome. Ce modele d'étude remarquable a permis de
mettre en €vidence plusieurs propriétés fonctionnelles de 1'éosinophile mais les
modalités causales du développement de ce syndrome demeurent, 3 1'heure

actuelle, indéterminées.

Notre contribution a I'étude de la physiopathologie de 1'éosinophile s'est
orientée vers la recherche des mécanismes cellulaires et moléculaires conduisant
au développement du syndrome hyperéosinophilique.

Le role critique des lymphocytes T dans 1'éosinopoiése et dans 1'activation
des €osinophiles clairement démontré ces derniéres années nous a conduit & nous
intéresser a l'interleukine 2 (IL-2) et & son récepteur. Dans ce travail nous avons
€tudi€ a la fois les cellules mononucléées et les éosinophiles sanguins de patients
mais aussi les cellules hématopoiétiques issues de sang de cordon ombilical.
D'autre part, le développement de lymphome T en association avec certaines

formes du syndrome hyperéosinophilique a suscité 1idée qu'une infection
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rétrovirale puisse étre impliquée dans le développement de 1'éosinophilie. Cette

hypothése nous a conduit a étudier le rétrovirus HTLV-L

Nous avons ainsi abordé 1'origine de I'hyperéosinophilie dans le cadre des
syndromes hyperéosinophiliques sous deux aspects: le développement d'une
éosinophilie réactionnelle, par le biais de l'activation d'autres cellules, et/ou d'une
éosinophilie intrinseque c'est a dire consécutive a une anomalie de la lignée

€osinophile ou a un déreglement du contréle de 1'éosinopoitse.

Dans cette introduction nous présenterons les syndromes
hyperéosinophiliques et le controle de 1'éosinopoi¢se ainsi que les caractéristiques
cellulaires et moléculaires de 1'éosinophile. Nous décrirons ensuite la structure et
la régulation du récepteur pour l'interleukine 2; élément central dans la réponse
immunitaire. Nous détaillerons enfin, la biologie moléculaire du retrovirus
HTLV-I ou Human T-cell Leukemia/lymphoma Virus type I, premier rétrovirus

isolé chez 1'homme.
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LE SYNDROME
HYPEREOSINOPHILIQUE
ET L'EOSINOPHILE
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1- Pathologie et traitement

Les capacités cytotoxiques de 1'éosinophile, son réle éventuel de cellule
présentatrice d'antigéne et sa capacité de libération de nombreuses molécules
inflammatoires ou cytotoxiques lui conférent un rdle particulierement important
dans la réponse immune vis a vis d'allergénes, d'antigénes bactériens ou
parasitaires. Mais la non spécificité de ses molécules toxiques font apparaitre
également 1'éosinophile comme étant une cellule agressive vis a vis de 1'héte, en

particulier dans le contexte d'hyperéosinophilies.

Le syndrome hyperéosinophilique ou HES

On retrouve 1'éosinophile associé a2 de nombreuses pathologies®, mais ce
sont les hyperéosinophilies n'ayant pas de cause définie qui ont retenu notre

attention.

Cest en 1968 que les termes de syndrome hyperéosinophilique sont
introduits®), mais ce n'est qu'en 1975 qu'apparait une définition claire et précise
de ce syndrome™). La prévalence de cette pathologie est environ de 1/100 000. Il
y a une forte prépondérance masculine (9 hommes atteints pour 1 femme). L'HES
affecte le plus souvent des individus 4gés de 20 a 50 ans mais aussi parfois de trés
jeunes enfants (5 mois a 5 ans)35.

L'HES se définit par une hyperéosinophilie sanguine supérieure a 1,5x10°
€osinophiles par litre, évoluant depuis au moins six mois et sans qu'aucun agent
causal n'ait été déterminé. Le nombre d'éosinophiles circulants chez un individu
normal est <0,4x10%/L. Ce syndrome est souvent accompagné de complications

cliniques affectant principalement le coeur, le syst¢me nerveux central mais aussi
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les poumons, la peau, le systéme vasculaire et le tube digestif®). Ces lésions
viscérales résultent de la libération de médiateurs toxiques par les éosinophiles
infiltrant de fagcon massive les tissus. Des biopsies médullaires mettent en
évidence, dans le cas des patients atteints d'HES, une hyperplasie des précurseurs
€osinophiles pouvant atteindre 20% a 80% des cellules nucléées.

Certaines formes d'HES présentent des caractéres évoquant un processus
malin tant par les données cliniques (myélofibrose, hépatosplénomégalie) que par
I'existence de marqueurs leucémiques (taux élevés de vitamine B12 sérique,
diminution des phosphatases alcalines leucocytaires, déficit en folate)®. On
observe méme dans certains cas, une association de 1'éosinophilie & un lymphome
T(-10), une leucémie lymphoblastique(!1-14) ou encore un lymphome B(15).
L'éosinophilie peut méme parfois précéder de plusieurs années un lymphome
T(16-18)  Dans le cas particulier des lymphomes gastrointestinaux, une étude
réalisée sur 250 patients montre que plus de 10% des cas sont associés 2 une
éosinophilie tissulaire massive(1?),

Ces dernieres observations suggerent fortement que le développement des
hyperéosinophilies est en étroite relation avec l'activation des lymphocytes. Les
éléments moléculaires de cette association, en dehors des anomalies

chromosomiques affectant notamment le chromosome 5(2021), sont a ce jour

encore mal définies.

L'éosinophile: une population cellulaire hétérogéne
L'étude des HES a contribué a la mise en évidence de sous-populations

d'éosinophiles séparés par centrifugation sur gradient discontinu de
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métrizamide?2:23), Les éosinophiles sont regroupés en deux groupes selon leur
densité. On distingue les €osinophiles de densité anormalement faible, appelés
hypodenses, des éosinophiles de densité plus élevée considérés comme
normodenses. Le mécanisme précis responsable de cette réduction de densité n'est
pas clarifié mais il semble impliquer une diminution du volume cellulaire occupé
par les granules ainsi qu'une diminution du nombre, de la taille et de l'intégrité de
ces granules@®. Chez les sujets normaux, seuls les éosinophiles normodenses sont
décelés dans le sang périphérique. Par contre, dans un contexte d'infection
parasitaire, d'allergie ou d'HES, on observe un nombre parfois important
d'éosinophiles hypodenses(23). Cette population cellulaire se retrouve aux étages
sanguin et tissulaire, et des relations ont été établies entre la présence de ces
cellules et le risque d'atteinte viscérale 29, A c6té de ces criteres, différents
travaux ont montré qu'il existait une hétérogénéité structurale, biochimique et
fonctionnelle de ces sous-populations conduisant a associer le critére

d'hypodensité A un état d'activation(24.26-28),

Approche Thérapeutique

Plusieurs protocoles de traitement existent a2 'heure actuelle utilisant les
corticoides parfois en association avec 1'hydroxyurée(2®) ou d'autres agents
anti-mitotiques ou cytostatiques (vincristine, thioguanine, cytarabine,
adriblastine,...) dans les cas d'HES avec ou sans lymphome T détectable. En
I'absence de criteres précis d'évolution de la maladie, ces traitements restent
délicats a utiliser et parfois inefficaces. Une stratégie thérapeutique établie sur des

bases rationnelles doit encore étre définie.
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2- Controéle de 1'éosinopoiése

Lors de I'embryogénese, 'hématopoiese est d'abord hépatique puis devient
médullaire au cours du développement. Les précurseurs éosinopoiétiques
représentent environ 3% des cellules nucléées dans la moelle osseuse chez un sujet
sain. Comme pour les autres lignées hématopoiétiques, 1'‘€osinophile est issu d'une
cellule souche tres indifférenciée qui subit une série de modifications
morphologiques, phénotypiques et biochimiques au cours de sa différenciation et
de sa prolifération. Quatre stades de précurseurs eosinophiles sont bien identifiés:
les cellules blastiques se différencient en promyélocytes (stade au cours duquel
apparaissent les granules spécifiques), puis en myélocytes, métamyélocytes et
granulocytes éosinophiles. La proportion cellulaire de ces stades est de 1 a 2% de
promyélocytes, 36% de myélocytes, 26% de métamyélocytes et 36% de
granulocytes. L'émergence des €osinophiles dans la circulation sanguine est
d'environ 2,5 jours (temps entre la dernieére division et l'apparition des
eosinophiles dans le sang). Une étude datant de 1979 indique que le "turn-over”
moyen de l'éosinophile serait de 0,22x10° cellules/kg/jour et que la réserve
d'éosinophiles dans la moelle attendrait 0,14x10° cellules/kg(39). Cette large
réserve pourrait contribuer a l'augmentation rapide du nombre d'éosinophiles
circulants dans certaines pathologies.

Les mécanismes impliqués dans les différentes étapes de la différenciation
des cellules souches en éosinophiles sont complexes et loin d'étre complétement

identifiés. C'est en 1970 que la notion de thymodépendance de I'éosinopoiese a été

introduite(3!) et depuis, de nombreuses études ont analysé l'effet des facteurs

d'origine lymphocytaire (principalement 1'IL-3, le GM-CSF et 1IL-5) sur le
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développement des €osinophiles a partir de cultures semi-solides ou liquides de
cellules hématopoiétiques issues de la moelle osseuse, du foie foetal, de la rate ou
du sang de cordon ombilical. Dans d'autres études, des lignées cellulaires établies
a partir de cellules leucémiques de patients atteints de leucémie lymphoide ou
myéloide ont été€ utilisées comme modele. Ces expériences réalisées a la fois chez
I'homme et dans le modele murin ont apporté des données précieuses quant a la

nature des cellules cibles et des médiateurs impliqués.

2-1 Différenciation d'une cellule souche en précurseur mixte
granulocyte/macrophage (CFU-GM) (Figure 1)

C'est a partir d'une méme cellule souche (cellule totipotente) que dérivent
toutes les lignées hématopoiétiques. Aucun marqueur membranaire, permettant de
les identifier, n'est connu a ce jour. Ces cellules sont vraisemblablement en
nombre trés limit€. De ce type cellulaire dérivent des cellules souches
pluripotentes exprimant l'antigéne membranaire CD34. Cette cellule a la
potentialité de se différencier en progéniteur lymphoide, a partir duquel dérivent
les lymphocytes T, B et les cellules NK (Natural Killer) ou en progéniteur mixte
(CFU-GEMM). Ces derniers expriment les antigénes membranaires CD34 et
CD33 et peuvent poursuivre leur différenciation selon trois voies: la premiere
conduit a la formation de mégakaryocytes puis de plaquettes (CFU-MEG), la
seconde 2 la formation d’hématies ou d'érythrocytes (BFU-E) et enfin la derniére
conduit a la formation de progéniteurs mixtes granulocyte/macrophage

(CFU-GM).
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Cellule Totipotente

SCF >
IL-1/IL-6
IL-4/IL-11
TNF
SCF
IL-3
GM-CSF

G-CSF
IL-5?

Progéniteur Myéloide
CFU-GEMM

Progéniteur Erythrocyte [ 7 Progéniteur Mégakaryocyte

CFU-MEG

BFU-E

SCF .
IL-3 I
GM-CSF
G-CSF IL-1IL-6
0 IL-4/1IL-11
IL-5? -

Progéniteur Granulocyte/Macrophage |z
CFU-GM

Figure 1 : D'une cellule souche au précurseur mixte

granulocyte/macrophage
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Le role de 1'IL-3, du GM-CSF et du G-CSF sur ces différentes étapes a été
assez bien étudié ces dernieres années. Plusieurs travaux ont montré 1'effet positif
de ces cytokines sur l'induction et la prolifération des cellules exprimant la
molécule CD3432-34) ainsi que sur la modification des phénotypes
membranaires(®239), telle que la diminution de l'expression de I'antigéne CD34 et
I'apparition de l'expression de l'antigéne CD33 au cours de la maturation. Ces
cytokines pourraient agir de fagon séquentielle: 1'IL-3 puis le GM-CSFG34),
D'autres cytokines interviennent également dans ces processus, notamment 1'TL-1,
I'TL-6, le TNF, 1'TL-4 et I'TL-11. Elles semblent agir de facon indirecte par deux
voies distinctes. La premicre est I'augmentation de la sécrétion d'autres facteurs
soit par les cellules du stroma médullaire(36:37), soit directement par les cellules
hématopoietiques®®), La seconde voie passe par un effet synergique ou inhibiteur
de l'action d'autres facteurs. Ces cytokines agiraient en induisant le passage, des
cellules au repos, de la phase GO a G1 du cycle cellulaire, permettant ainsi 1'action
plus rapide de facteurs pluripotents comme 1TL-3.

Les données de la littérature font apparaitre que l'action de telle ou telle
cytokine varie en fonction des combinaisons factorielles, des modeles et des
conditions expérimentales. Plusieurs travaux indiquent cependant que 1'TL-1B3%
et I'IL-6(40-42) agissent sur des cellules jeunes en potentialisant les effets de 1'IL-3,
alors que seules, elles n'ont pas ou peu d'activité sur la croissance ou la
différenciation cellulaire. Ce phénomene est également observé pour 1'TL-11
(produite par les cellules du stroma)®3) en association avec 1'TL-3(44) ou avec
I'TL-4(45), L'effet de I'IL-4 est différent suivant la nature de la cytokine ajoutée; il

diminue en présence d'IL-3(46:47) mais augmente en présence de G-CSF“6-48), ]a
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formation de CFU-GM. La modulation de la croissance et de la différenciation
cellulaire induite par le TNF est un bon exemple des problémes d'interprétation
liés aux conditions expérimentales. Deux études réalisées dans le méme groupe
montrent que le TNF potentialise les effets de 1TL.-3 sur des cellules CD34+ a
court terme, mais par contre dans des cultures a long terme, le TNF se présente
comme un inhibiteur(49-0),

Des données récentes permettent de percevoir les mécanismes d'action de
ces cytokines sur 1'hématopoi¢se. En effet, le TNF augmente l'expression des
récepteurs pour 1'IL-3 et pour le GM-CSFGD alors qu'il diminue celle du
récepteur pour le G-CSF(2) sur des cellules de patient atteint de leucémie
myéloide aigu€. De la méme fagon, 1'IL-1 augmente l'expression des récepteurs
pour I'TL-3, le GM-CSF et I'IL-5 sur une lignée cellulaire hématopoiétique?). De
plus, ces médiateurs semblent interagir entre eux; le TNF module en effet la

réponse des cellules CD34+ a I'TL-1(38),

Il parait raisonnable de penser que d'autres facteurs connus ou non
pourraient également intervenir dans ces interactions complexes et conduire a une
modulation soit positive, soit négative, de 1'hématopoiese. C'est ainsi qu'un
nouveau facteur produit par les cellules du stroma médullaire(34.55) a été
caractérisé depuis peu, le SCF ou Stem Cell Factor. Ce facteur est multipotent, il

agit a la fois sur les cellules des lignées lymphoides, myéloides et
mastocytaires(33:36), Il potentialise les effets de 1TL-3, du GM-CSF et de

I'érythropoiétine (Epo) sur les cellules trés immatures(37-38), Ce facteur est le

ligand du produit du proto-oncogene c-kit, un récepteur de surface possédant une
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activité tyrosine kinase et appartenant a2 la méme famille que celle des récepteurs
pour le PDGF et le M-CSF. Ce récepteur est exprimé par 1 a 6% des cellules
blastiques de la moelle ou du foie foetal®%69. Le SCF est particuliérement
intéressant puisqu'il agit sur des cellules trés indifférenciées®? et qu'il maintient,
en absence d'autres facteurs, la survie de ces cellules. L'injection de SCF chez le
babouin conduit 2 une augmentation de tous les éléments sanguins (hématies,
lymphocytes, monocytes, neutrophiles, éosinophiles et basophiles). La cellularité
médullaire de ces primates ainsi que le nombre absolu de CFU-GM et de BFU-E
sont fortement augmentés(®2). Le SCF apparait comme un outil précieux en
clinique dans beaucoup de pathologies sanguines, notamment dans le cas d'aplasie
médullaire ou de cytopénies observées chez les patients atteints du SIDA®63), De
futurs travaux apporteront sans doute de nouvelles informations quant a la nature

des mécanismes induits dans les processus de prolifération et de différenciation

des cellules trés jeunes.

2-2 Des progéniteurs mixtes granulocyte/macrophage (CFU-GM) aux
éosinophiles (Figures 2)

Au stade CFU-GM, les cellules se différencient vers deux voies aboutissant
soit aux monocytes/macrophages (Monoblates) soit aux granulocytes
(Myé€loblates). Ces derniers ont la capacité de se différencier en granulocytes
basophiles, neutrophiles ou éosinophiles en passant par les stades promyélocytes,
myélocytes, métamyélocytes et granulocytes matures. L'TL-3, le GM-CSF ou
I'IL-5 conduisent tous a la génération d'éosinophiles mais seule 1'IL-5 est

spécifique de la lignée éosinophile(©4-66),
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Ces cytokines peuvent agir seules ou en synergie. Les données de la littérature
indiquent que I'IL-3 et le GM-CSF potentialisent les effets de 1'TL-567:68), Mais
plusieurs travaux sont en contradiction sur la nature des cellules répondant a
I'TL-5 et par conséquent sur la capacité de cette cytokine a conduire seule une
différenciation des cellules souches en éosinophiles matures. Certains auteurs
suggerent que 1'IL-5 agiraient sur des cellules stimulées par 1'IL-3 ou le
GM-CSF(64.68.69) alors que d'autres observent une différenciation des cellules
souches en éosinophiles matures avec 1'IL-5 seule(65:66) et proposent méme
l'existence d'une sous-population répondant spécifiquement a 1'TL-5(65),
L'établissement de lignées de souris transgéniques exprimant 1'TL-5 de fagon
constitutive et développant une hyperéosinophilie(’® argumente 1'hypothése que
I'TL-5 est capable seule d'induire une éosinophilie et donc d'agir sur les cellules
souches. L'injection d'anticorps anti-IL-5 & ces souris bloque le développement de
1'éosinophilie(71),

Le r6le d'autres cytokines sur ces stades de 1'éosinopoiése est peu documenté
ou trés controversé, excepté pour 1'TL-4 qui semble, en association avec I'IL-3,

avoir un effet inducteur positif non négligeable(2),

Le contr6le de 'éosinopoiese est le résultat d'interactions complexes entre
différents médiateurs. Il existe certainement un mécanisme de régulation négative
permettant d'atteindre un équilibre stable afin de réguler la formation
d'éosinophiles chez un sujet normal. Le déréglement de ce mécanisme ou
I'expression exagérée d'un ou plusieurs médiateurs positifs doit entrainer une

génération accrue d'éosinophiles dans la moelle. Enfin, 1'absence de précurseurs
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éosinophiles dans la circulation sanguine méme dans les cas de fortes éosinophilies

(excepté dans quelques rares cas14)) évoque l'existence de mécanismes particuliers
régulant le passage des éosinophiles de la moelle osseuse vers le compartiment
sanguin. Ces mécanismes pourraient impliquer des molécules de surface comme

les molécules d'adhésion.

3- Les récepteurs et les médiateurs de 1'éosinophile

Contrairement au neutrophile dont le pouvoir phagocytaire est important,
I'éosinophile posséde une faible capacité de phagocytose(’®), aussi appelée
microphagocytose, par ce qu'elle affecte le plus souvent des petites molécules
comme les complexes immuns. Les fonctions principales de 1'éosinophile résident
dans la propriété de libérer différents types de médiateurs en réponse a une
stimulation spécifique.

La synthése des données sur les capacités de métabolisme et de libération de
ces médiateurs ainsi que sur l'expression de composants ou de récepteurs
membranaires spécifiques témoigne de la complexité des mécanismes générant

une expression fonctionnelle de 1'éosinophile.

3-1 Les récepteurs (Figure 3)

La caractérisation cellulaire et moléculaire des récepteurs spécifiques ou des
composants membranaires de I'‘éosinophile a connu des progrés considérables ces
dernicres années et a contribué a une meilleure compréhension des mécanismes

d'activation de cette cellule. Certains de ces récepteurs participent a la
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mobilisation des éosinophiles notamment du compartiment médullaire au
compartiment sanguin ou tissulaire. Cependant, toutes ces molécules ne sont pas
identifiées en termes de caractérisation physicochimique (nombre et affinité des
récepteurs, ...) ou de caractérisation biochimique ou moléculaire (nature du
récepteur, clonage de I'ADN complémentaire,...). Leur présence est néanmoins
suggérée par leur capacité a moduler telle ou telle fonction de I'€osinophile.

Une fois encore, la diversité de la nature de ces composants membranaires illustre

bien le potentiel de cette cellule.

3-11- Les récepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines

Ces récepteurs sont des molécules qui fixent la partie cristallisable des
chaines lourdes des immunoglobulines. Trois types de récepteurs sont connus et
particulierement étudiés pour leur réle dans les mécanismes de cytotoxicité
cellulaire dépendante d'anticorps.

- un récepteur de faible affinité pour l'immunoglobuline G (FcyRII ou
CD32)(74.75), 11 a été démontré plus récemment, aprés stimulation par 1'interféron
gamma, l'expression d'un autre récepteur de faible affinité pour
l'immunoglobuline G (FcyRII ou CD16) A 1a surface de 1'éosinophile(7),

- un récepteur pour l'immunoglobuline A(7.78), particuliérement important
pour les défenses de 1'organisme au niveau des muqueuses,

- un récepteur de faible affinité pour l'immunoglobuline E("?), présentant
des homologies avec celui du lymphocyte B (ou CD23). D'autres structures

moléculaires présentes & la surface des éosinophiles, semblent également fixer

1'TgE telle que la molécule MAC-2 de nature lectinique®®, Ce type de récepteur
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est étudié dans les contextes des maladies allergiques et des infections parasitaires.

3-12- Les récepteurs pour le complément

L'éosinophile fixe certains composants du complexe du complément
(C1q®D, C3a et C5a82), C3b (CR1) et C3bi (CR3)(73:83.84)) Ces protéines
interviennent en temps que stimulants des fonctions cytotoxiques (Clq),
chimioattractants (C3a et C5a) mais aussi interviennent dans 1'adhésion de

I'éosinophile (CR3).

3-13- Les récepteurs pour les médiateurs lipidiques
Le PAF et le LTB4 posseédent aussi des effets sur le chimiotactisme de
1'éosinophile. De plus, ils stimulent leur dégranulation et la formation d'anions

superoxydes(5-87),

3-14- Les récepteurs pour les stéroides

Les stéroides sont utilis€s dans le traitement de certaines hyperéosinophilies.
Une étude a montré que la corticorésistance de certains patients était en relation
avec une absence de récepteur détectable sur 1'éosinophile(®®. Les mécanismes
impliqués dans la sensibilité des patients aux corticoides ne sont pas trés bien
définis a l'heure actuelle. Ils pourraient cependant faire intervenir une inhibition
de la mobilité des €osinophiles et une action négative sur 1'éosinopoiese. Des

travaux récents montrent que les corticoides diminuent la survie des €osinophiles,

médiée par I'IL-3, le GM-CSF ou I'TL-5(9.90),
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3-15- Les récepteurs pour les interleukines

Jusqu'a présent, les récepteurs pour le TNF, I'IFN ou I'IL-1 ne sont pas
caractérisés sur 1'éosinophile. On suspecte cependant fortement leur existence du
fait de leur action non négligeable sur l'expression de certaines fonctions de cette
cellule (IFN®192); TNF®3); IL-109),

Les récepteurs pour I'IL-3, I'IL-5 et le GM-CSF sont caractérisés depuis
peu. Ces récepteurs sont particulierement importants d'une part dans 1'activation
et la survie des éosinophiles et d'autre part dans le contréle de 1'éosinopoiese.

Plusieurs études ont montré que ces récepteurs se présentaient en nombre
relativement peu élevé, de 300 a 900 sites par cellule pour 1TL-3 et le GM-CSF©®
et de 200 a 600 pour 1TL-506-%8). Le nombre de récepteurs pour 1'IL-5 est par
contre plus élevé (300 a 1700 sites) sur une lignée cellulaire différenciée en
éosinophiles (HL60)®9. En terme de propriétés physicochimiques, les récepteurs
peuvent fixer leur ligand avec une faible ou avec une haute affinité suivant la
source cellulaire (cellules isolées de sujet sains ou de patients) et/ou suivant I'état
d'activation des cellules.

Le clonage et le séquengage récents de ces récepteurs a la fois chez 'homme
et dans le modele murin a apporter des informations tout a fait novatrices sur la

nature de ces protéines(!90). A partir de plusieurs lignées cellulaires, trois

équipes(101-104) ont montré que les récepteurs pour 1TL-3, 1TL-5 et le GM-CSF se

présentaient sous forme d'un complexe de deux chaines polypeptidiques. Il existe
une chaine alpha spécifique qui lie chaque ligand (IL-5(10D); J1.-3(102),
GM-CSF193) avec une faible affinité et une chaine béta commune(1%4) qui n'a pas

la capacité de fixer le ligand. La chalne béta s'associe a la chaine alpha pour
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former un récepteur de forte affinité, en diminuant considérablement la constante
de dissociation du récepteur.

Ces quatre chaines polypeptidiques appartiennent a la superfamille des
récepteurs hématopoiétiques(105-107) qui comprend aussi, les récepteurs pour
I'érythropoiétine (Epo), la prolactine, 1'hormone de croissance (GH), les
récepteurs pour 1'IL-4, 1'TL-6, 1'IL-7, le G-CSF et la chaine béta du récepteur
pour I'IL-2. Les membres de cette famille possedent presque tous, deux motifs
particuliers situés dans leur domaine extracellulaire: le premier comprend un
ensemble de quatre résidus cystéine et le second, situé a proximité de la
membrane cellulaire, correspond a un enchainement particulier de cinq acides
aminés: Tryp-Ser-X-Tryp-Ser ou WSXWS. Ces deux domaines trés conservés,
semblent avoir un rdle dans la conformation du récepteur. Dans le cas du
récepteur pour 1'IL-2, une étude a montré que l'intégrité des résidus tryptophanes
dans le motif WSXWS était essentielle a la formation du site de fixation de 1'TL-2

et du mécanisme de transduction du signal d'activation(108),

La coexpression de ces quatre chaines sur I'éosinophile présente un intérét
particulier. Il apparait que la transduction du signal soit transmise par la chaine
béta; on comprend ainsi mieux le réle commun joué par I'IL-3, le GM-CSF et
I'TL-5 sur l'activation et la genése des €osinophiles. La succession des événements
cellulaires découlant de la fixation du ligand sur son récepteur serait proche,
voire similaire, dans les trois cas; ce qui commence a étre vérifier dans certains
modeles(199), De plus, les observations d'inhibition croisée observées entre 1'TL-3

et le GM-CSF sur 1'éosinophile®®® mais aussi dans d'autres modgles(110-112)
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trouvent maintenant une explication. Le partage d'une méme chaine béta peut
entrainer en plus d'une simple compétition entre les ligands, une déplétion des
chaines béta, par internalisation du récepteur, désensibilisant en quelque sorte la
cellule pour les autres ligands.

L'analyse de l'expression des geénes de ces cytokines et des mécanismes
induits par la fixation des ligands apporteront sans doute beaucoup a la
compréhension des mécanismes d'activation des €osinophiles et de ceux impliqués
dans la différenciation des cellules souches en cellules matures. Une étude réalisée
sur une lignée hématopoictique établie a partir d'un patient ayant une
érythroleucémie montre que I'IL-1 augmente a la fois l'expression de la chaine

alpha de 1'TL-3, du GM-CSF et de I'IL-5 de fagon plus ou moins marquée et de la
chalne béta commune®3), Sur 1'éosinophile, le GM-CSF lui-méme semble moduler

l'expression de la chaine alpha du récepteur pour I'TL-5(6),

3-16- Les autres récepteurs

Une récente étude a montré que 1'éosinophile possédait plus de 4000
récepteurs béta-adrénergiques de forte affinité. Le rdle de ces récepteurs n'est pas
encore clarifié. Les données actuelles montrent cependant qu'ils n'interviennent
pas dans la dégranulation ou sur le métabolisme oxydatif de 1'éosinophile(113),
L'éosinophile est aussi capable de fixer I'histamine par des récepteurs de type H1
et H2(1149) et d'y répondre par l'augmentation de ses propriétés toxiques.
Un récepteur pour I'ECEF (Eosinophil Cytotoxicity Enhancing Factor), un
groupe de trois polypeptides monocytaires qui augmente de fagcon considérable la

cytotoxicité(113), serait également présent 2 la surface de 1'éosinophile.
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3-2 Les composants membranaires (Figure 3)

3-21 Les molécules d'adhésion

Les molécules d'adhésion jouent un réle important dans la mobilisation et
I'expression des réponses fonctionnelles de 1'éosinophile. Une récente étude
montre que l'injection d'un anticorps anti-ICAM-1 (InterCellular Adhesion
Molecule 1) a des primates avant inhalation du challenge antigénique diminue
l'infiltration d'éosinophiles et I'hypersensibilité bronchique(116), Ces molécules
favorisent vraisemblablement la migration des €osinophiles dans les tissus et peut
étre méme régulent le passage des éosinophiles matures de la moelle osseuse vers
la circulation générale.

L'éosinophile exprime les antigénes membranaires CD11: LFA-1
(Leucocyte Fonction-associated Antigen) ou CD11a, le récepteur du fragment
C3bi du complément ou CD11b et la protéine p150,95 ou CD1l1c. Ces trois
chaines s'associent avec une chaine béta commune: la protéine p95 ou CD18
également exprimée par I'éosinophile®4.117), La protéine ICAM-1 est le ligand du
complexe LFA-1/CD18. L'éosinophile exprime aussi le complexe protéique
VLA-4a (Very Late Activation Antigen 400 ou CD49d/CD29) dont le ligand est la
protéine VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1)(118-121) 1.3 molécule
ELAM-1 (Endothelial-Leucocyte Adhesion Molecule-1) semble également jouer

un rdle dans les mécanismes d'adhésion entre 1'éosinophile et la cellule

endothéliale(117.118,121)
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3-22 Les protéines CD4 et HLA-DR

Ces deux protéines se trouvent généralement associées aux lymphocytes.
Elles ont cependant été décrites comme exprimées a la surface des éosinophiles
matures de fagon importante pour le CD4(122) ou aprés stimulation par le
GM-CSF en ce qui concerne 'HLA-DR{23), Une récente étude a montré que le
LCF (Lymphocyte Chemoattractant Factor) qui lie le CD4 et stimule la migration
des lymphocytes T CD4+, a des effets analogues sur les éosinophiles CD4+(129),
Enfin, la démonstration de l'infection in vitro de précurseurs médullaires
éosinophiles par le HIV (Human Immunodeficiency Virus), renforce 1'intérét
porté a la molécule CD4 sur 1'éosinophile et fait apparaitre cette cellule comme

un réservoir potentiel de virus in vivo(129,

L'expression dHLA-DR a la surface de 1'éosinophile, sa capacité de
phagocytose et l'expression et la libération de I'IL-1 (voir paragraphe 3-34)
présentent cette cellule comme un bon candidat pour jouer le role d'une cellule
présentatrice d'antigene. Cette propriété particuliere de 1'éosinophile pourrait se
révéler tres intéressante dans le contexte de l'initiation de la réponse immunitaire,

au niveau tissulaire, vis a vis d'éléments étrangers.

3-3 Les médiateurs (Figure 4)

L'éosinophile produit quatre types essentiels de composés. Certains
participent a la fonction de 1'éosinophile vis a vis d'agents étrangers (allergénes,
bactéries ou parasite) mais sont aussi responsables des 1ésions tissulaires observées

dans les syndromes hyperéosinophiliques ou les maladies asthmatiques.
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3-31- Les médiateurs lipidiques

Le leucotriene C4 (LTC4)(129) jssu du métabolisme de' l'acide arachidonique
et le PAF-acether (Platelet activating factor ){(127) sont des stimulants vasoactifs,
bronchoconstricteurs et de puissants facteurs chimiotactiques. Ils interviennent
dans l'initiation et I'amplification des réactions inflammatoires dans les maladies

asthmatiques.

3-32- Les Enzymes

Elles sont de plusieurs types: collagénases I et II, acétyl-cholinestérase,
catalase, aryl-sulfatase, histaminase, phospholipases B et D, phosphatase alcaline,
cathepsine, lipooxygénase, cyclooxygénase(128), Ces enzymes sont localisées pour
la plupart dans les lysosomes. Le cristal de Charcot-Leyden de forme hexagonale

est constitué d'une lysophospholipase polymérisée(129),

3-33- Les protéines cationiques

Ces protéines sont situées dans les mémes granules et sont au nombre de
quatre: la MBP (ou Major Basic Protein) compose le cristalloide du granule alors
que I'EDN (Eosinophil Derived Neurotoxin), I'ECP (Eosinophil Cationic Protein)
et 'EPO (Eosinophil Peroxydase) sont localisées dans la matrice(130-132) Ces
protéines sont maintenant bien caractérisées(133-136) Les ADN
complémentaires(137-142) codant pour ces protéines ainsi que les génes
correspondants sont identifiés depuis peu(143-145) L'ECP et 'EDN appartiennent 2
la famille des ribonucléases(134.139.141,145) et I'EPO i la famille des

péroxydases136),
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De par leurs propriétés basiques ou catalytiques ces protéines sont toxiques vis a
vis de différentes cibles(128), Plusieurs auteurs ont décrit des activités
helminthotoxiques(146-148)  bactéricides(149-150) et anti-protozooaires1>)) mais aussi

neurotoxiques(13%) et anti-tumorales(152),

L'éosinophile posséde également un métabolisme oxydatif. Il libére des
anions superoxydes (O2-) et du peroxyde d'oxygene (H202) utilisé comme substrat

de 1'EPO pour former des hypohalogénes (hypochlorure et hypobromure)(153.154),

Tous ces composés sont particulierement toxiques.

3-34- Les cytokines

De par sa grande sensibilité, c'est la technique d’hybridation in situ qui a
permis dans presque tous les cas d'identifier 1'expression de cytokines par
1'éosinophile. L'éosinophile synthétise et libére deux types de cytokines en regard
de leur principales fonctions. Des cytokines possédant un large spectre d'action
mais dont la relation avec I'éosinophile au niveau fonctionnel n'est pas toujours
bien clarifié (IL-1155), TGF-a(156), TGF-B1(57 et I'IL-6(158)). Ces cytokines
semblent conférer a 1'éosinophile un rble important dans la réaction
inflammatoire. Le deuxi¢me type de cytokines produites par I'éosinophile est plus
directement impliqué dans la physiologie de cette cellule (IL-3(159),
GM-CSF(159.160) ¢t J1.-5(161))  En effet, ces dernidres stimulent l'activité

cytotoxique, augmentent 1a survie et représentent des facteurs de croissance des

éosinophiles (162167 Elles agissent également sur la différenciation des cellules

souches en €osinophiles. L'expression de ces cytokines est inductible et dépend de
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I'état d'activation cellulaire. Leur mécanisme d'action serait paracrine ou
autocrine dans le microenvironnement cellulaire.

Les stimuli responsables de 1'expression des génes de ces cytokines au niveau
de I'éosinophile restent encore a identifier. La définition plus précise des régions
promotrices des geénes codant notamment pour 1'IL-3, le GM-CSF et I'IL-5 ainsi
que l'identification au niveau moléculaire des facteurs de transcription impliqués
dans leur régulation apporteront sans doute des éléments essentiels pour la
compréhension des mécanismes d'expression de ces médiateurs.

Jusqu'a présent, seules quelques régions sont reconnues comme pouvant
intervenir dans cette régulation. Deux séquences nucléotidiques, appelées CK-1 ou
CLE-1 et CK-2 ou CLE-2 associée a une région riche en nucléotides GC, ont été
retrouvées dans les régions situées en 5' des génes codant pour I'IL-2, I'IL-3,
I'TL-4, 1'IL-5, 1'[L-6, le GM-CSF et le G-CSF en ce qui concerne le premier
motif et seulement pour 1'TL-3 et le GM-CSF en ce qui concerne le second. Deux
protéines nucléaires appelées NF-GMa et NF-GMb se fixent respectivement aux
motifs CK-1 et CK-2. Le facteur NF-GMa semble différent du NF-kappa B mais
inductible par le TNF(168.169) e NF-kappa B est un facteur de transcription
initialement décrit dans la régulation du géne des chaines kappa des
immunoglobulines mais apparait impliqué dans la régulation de l'expression de
nombreux autres genes(170), Le facteur NF-GMb semble lui plus proche du
NF-kappa B au niveau biochimique mais les mécanismes d'induction sont
différents{171). Une troisieme région régulatrice (appelée CLE-0) parait également
impliquée dans la régulation des génes codant pour le GM-CSF, 1'IL-5, I'lL-4 et

le G-CSF72.173),
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Plus particulierement, dans le cas du GM-CSF, le facteur NF-kappa B se
présente lui aussi comme un activateur transcriptionnel potentiel174). Enfin
d'autres séquences potentiellement régulatrices existent également dans le

promoteur du géne de 1'IL-3 et pourraient agir de fagon positive ou négative(175),

On comprend aisément que les mécanismes d'activation au niveau
transcriptionnel de ces génes soient complexes et résultent d'une coopération ou
d'un équilibre entre plusieurs facteurs régulateurs. Ces mécanismes semblent en
partie communs a plusieurs génes. Ce qui pourrait s'expliquer par le fait les génes
codant pour 1'TL-3, le GM-CSF, I'IL-5 et I'IL-4(176) sont organisés en "cluster”
sur le chromosome 5. Les geénes codant pour le M-CSF, le récepteur pour le
M-CSF et le PDGF ainsi que ceux codant pour le FGF et I'IL-9¢177) sont

€galement présents sur ce chromosome.
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L'IL-2 est une glycoprotéine de 15 kD qui joue un réle pivot dans la
croissance et la fonction des lymphocytes T. Elle affecte aussi I'activité des
lymphocytes B, des monocytes, des cellules NK (Natural Killer) et des cellules
LAK (Lymphokine-Activated Killer).

Les lymphocytes T posseédent d'importantes fonctions régulatrices d'aide et
de suppression aussi bien que des fonctions effectrices par la production d'un
large spectre de cytokines ou par la destruction cytotoxique cellulaire. Une
réponse immunitaire médiée par les lymphocytes T requiert le passage des
cellules d'un état au repos a un état activé, nécessitant deux niveaux de signaux des
récepteurs membranaires au noyau. Le premier signal est initié par la
présentation d'un antigéne au lymphocyte T, enclenchant un programme
d'activation conduisant a la synthése de novo et a la sécrétion d'TL-2(178.179)_ Les
cellules T au repos n'expriment pas de récepteur pour 1'IL-2 de forte affinité,

mais celui-ci est rapidement exprimé aprés activation par un antigéne ou un

mitogene(180.181) T 'interaction de 1'IL-2 avec son récepteur dirige la prolifération
des cellules et le développement des fonctions régulatrices ou effectrices.

L'étude de I'expression du récepteur pour 1'IL-2 et des lymphokines
produites par les lymphocytes, a fourni des informations particulieérement
intéressantes pour la compréhension des événements cellulaires et moléculaires
impliqués dans la régulation de la réponse immune. De plus la compréhension du
systtme IL-2 et récepteur pour 1'TL-2 a ouvert la voie a des approches
thérapeutiques nouvelles dans le cadre des lymphomes et des leucémies, des

maladies autoimmunes et des rejets de greffe d'organe.
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Dans le traitement par l'interleukine 2 de certains cancers (adénocarcinome,
mélanome)(182) ou de certaines leucémies (Leucémie myéloide aigug)(183.184),
plusieurs études ont montré le développement d'une éosinophilie parfois trés
importante. Les éosinophiles circulants de ces patients apparaissent
hypodenses(185.186) Ces observations suggérent que I'IL-2 a un effet direct ou
indirect sur I'éosinopoiese. Différents travaux relatent la présence d'IL-5 dans le
sérum de ces patients(187.188), Cette production parait imputable aux lymphocytes;
une étude précédente avait effectivement montré une production d'IL-5 par des
lymphocytes stimulés par 1'IL-2, de patients ayant une éosinophilie(189),
Actuellement, aucun effet direct de 1'IL-2 sur 1'éosinopoiése n'a été démontré.
Ces observations indiquent clairement l'importance du systéme IL-2/IL-2R dans
les syndromes hyperéosinophiliques.

Apres avoir présenté la structure du récepteur pour 1'IL-2, nous décrirons

ses mécanismes d'expression et de régulation.

1- La structure (Tableau 1)

Il existe trois formes de récepteur membranaire pour 1'TL-2 (IL-2R) qui
different selon leur affinité pour le ligand(199); la premiére de forte affinité
(constante de dissociation: kd 10-11M), la seconde d'affinité intermédiaire (kd
10-°M) et la demniére de faible affinité (kd 10-3M).

De nombreuses études ont permis de caractériser ces différentes formes. Les
premicres expériénces, utilisant I'IL-2 radiomarquée démontrérent l'existence de
sites saturables de forte affinité pour 1'IL-2 sur les lymphocytes activés(180), Mais

c'est grice a la production d'anticorps monoclonaux anti-récepteur (le premier



46

Caractéristiques IL-2R Alpha IL-2R Béta
Affinité 10-8M 10-9M
Masse
Moléculaire (kD) 55 75
Modifications Post- Glycosylation Glycosylation
Traductionnelles Sulfatation
Nombre Acides Aminés:
Total 251 551
Peptide signal 21 26
Extracytoplamisque 219 214
Transmembranaire 19 25
Cytoplasmique 13 286
ARN (Kilobases) 35etl,5 4
Exons 8 10
Chromosome 10 22
Formes solubles 35kD -50 kD SO0kD - 55kD
Expression Inductible Constitutive
Lymphocytes T Lymphocytes T
Lymphocytes B Lymphocytes B
Cellules NK Cellules NK
Monocytes Monocytes
Macrophages Macrophages
Oligodendrocytes Oligodendrocytes
Basophiles 2.
Cellules
Hématopoiétiques 2.

-

(" Tableau 1 : Caractéristiques biochimiques, moléculaires et

cellulaires du Récepteur pour l'Interleukine 2
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fut appelé anti-TAC (T-cell Activation))(I®1) capable de bloquer la prolifération
cellulaire induite par I'IL-2 que les recherches ont considérablement avancé dans
'analyse de la structure, de la fonction et de l'expression de 1'IL-2R. La protéine
reconnue par l'anticorps anti-TAC est une structure fortement glycosylée et
sulfatée d'une masse moléculaire de 55 kD qui fixe 1'TL-2 avec une faible affinité
(kd 10-8M) mais participe également 2 la formation du récepteur de forte
affinité(192), Cette protéine est maintenant appelée CD25, p55 ou chaine alpha du
I'TL-2R (IL-2Ra). Trois groupes ont cloné et séquencé I'ADN complémentaire
correspondant(193-195), La transcription du seul géne, composé de 8 exons et situé
sur le chromosome 10(196), donne deux ARN messagers (3,5 et 1,5 kilobases)
codant tous les deux pour une protéine de 250 acides aminés dont seulement 13
constituent le domaine intracellulaire. Ce trés court domaine paraissait incapable
de transmettre un signal d'activation cellulaire et l'on a trés vite suggéré
l'existence d'une autre protéine, capable de fixer I'IL-2. Cette hypothése fut
renforcée par la difficulté d'interprétation de certaines expériences, si 1'on
considérait que 1'IL-2R était constitué que d'une seule chaine. Enfin, certaines
lignées cellulaires n'exprimant pas la pS5 étaient cependant capables de répondre
a 1'IL-2.

Des expériences de "cross-linking" en utilisant 1TL-2 radiomarquée ont
fortement contribué a la mise en évidence d'une deuxiéme protéine d'une masse
moléculaire de 75 kD qui fut appelée, chaine béta (IL-2RB) ou p75. Cette
protéine est capable de fixer I'IL-2 avec une affinité intermédiaire (kd 10-°M).

L'association de I'IL-2Ra et de I'TL-2R[ conduit a la formation du récepteur de

forte affinité (kd 10-11M)(197-201) [ 'ADN complémentaire de la p75 est cloné et
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séquencé(202), Un seul géne(203.204)) composé de 10 exons et situé sur le
chromosome 22, est transcrit en un ARN messager de 4 kilobases qui code pour
une protéine de 525 acides aminés. C'est en comparant les structures des protéines
des récepteurs pour l'érythropoiétine et pour I'IL-2 (p75) que fut pour la
premiere fois défini le concept de la superfamille des récepteurs
hématopoittiquest15), Le domaine intracellulaire de la p75 est composé de 286
acides aminés riche en résidus sérine, proline et acide glutamique. Cette région ne
contient pas de séquences consensus d'activité tyrosine kinase. Il est cependant

clair que la cascade d'événements cellulaires induite par la fixation de 1L-2 sur

son récepteur de forte affinité est médiée par la chalne béta205),

2- Les protéines associées

L'existence de protéines associées a 1'TL-2R nécessaire a la fonctionnalité
correcte du récepteur a été suggérée par des expériences de transfection de la
chaine béta dans des cellules non lymphoides, en particulier dans des cellules
d'une lignée fibroblastique(202:206), Dans ces expériences la chaine béta est
exprimée a la membrane mais elle n'a plus la capacité de fixer 1'IL-2. De plus,
I'IL-2RP purifiée lie I'IL-2 avec une efficacité plus faible que la forme
membranaire(209), Plusieurs travaux ont effectivement montré l'existence de
protéines associées soit a la chaine béta, soit a la chaine alpha mais ne fixant pas
I'1L.-2. Ces protéines semblent jouer un rdle dans trois domaines: (1) dans le
changement de conformation de la chaine béta, altérant ainsi sa capacité de

fixation de 1TL-2(207-210); (ji) dans les mécanismes d'endocytose du récepteur(211);

(iii) dans la transduction du signal d'activation(?12:213), De plus, une association
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entre la chaine alpha et une molécule HLA de classe 1(214) d'une part, et la
molécule ICAM-I(215.216) d'autre part, a également été démontrée. La signification
de telles associations n'est pas pour le moment expliquée.

Ces observations faites chez 1'homme ou dans le modéle murin, font
apparaitre le récepteur pour 1'IL-2 comme étant un complexe multi-chaines,
associées par des interactions tres étroites, ayant cﬁacune une fonction particuli¢re

dans la régulation de l'expression d'un récepteur fonctionnel.

3- Les mécanismes de transduction (Figure 5)

La transmission du signal d'activation de la membrane cellulaire au noyau
n'est pas médiée par la protéine kinase C (PKC), par la mobilisation du calcium
intracytoplasmique, ou par le phosphatidylinositol(217-218), La stimulation par
I'IL-2 ferait appel a un nouveau systtme de second messager, le
glycosyl-phosphatidylinositol. Sous 1'action d'une phospholipase C spécifique,
cette molécule est hydrolysée en diacylglycerol myristylé qui reste membranaire
et en phosphoinositol glycanique libéré dans le cytosol. La fonction de ces deux
composés dans le systeme IL-2/IL-2R n'est pas encore établie mais l'on sait que
I'IL-2 induit la formation de ces molécules, sans doute par l'activation de la
phospholipase, mécanisme qui est par contre, inhibé par 1'TL-4(19),

La chaine béta ne posséde pas de séquence consensus du site de fixation de
I'ATP(202), mais une région de 46 acides aminés, riche en résidus sérine dans le
domaine cytoplasmique essentielle pour la transduction du signal. L'interaction de

I'IL-2 avec la chaine béta induit la phosphorylation des résidus tyrosines de

plusieurs protéines cellulaires(220221) y compris la chaine béta elle-méme(222:223),
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Une série de protéines de 56 a 63 kD a €t proposée comme tyrosine kinases
potentielles, associées au domaine cytoplasmique de la chaine béta(213),
Récemment, il a été montré que la chaine béta est associée 2 la protéine p56/ck(224),
Cette protéine, déja impliquée dans les mécanismes de signalisation cellulaire
associés aux molécules CD4 et CDS8, est un membre d'une famille de protéines
membranaires a activité tyrosine kinase. D'autres protéines semblent également
intervenir dans ces mécanismes de transduction, telle qu'une protéine de 21 kD
fixant le GTP, produit du géne ras qui serait également liée aux récepteurs pour
1'TL-3 et le GM-CSF(22%) et une serine/thréonine kinase de 72-74 kD, produit du

proto-oncogéne c-Raf-1226),

4- La régulation de l'expression de I'IL-2R (Figure 6)

La régulation de l'expression du récepteur de forte affinité pour 1TL-2 est
conditionnée en grande partie par l'induction membranaire de la chaine alpha, la
seconde chaine étant le plus souvent synthétisée de facon constitutive. Cependant,
si la stimulation antigénique ou mitogenique augmente considérablement
l'expression de la p55, la chaine béta est également induite®27). L'activation de la
protéine kinase C semble étre la voie d'induction de la chaine alpha, alors que
I'augmentation du calcium intracytoplasmique semble étre 1'élément stimulant
l'expression de la p75(228),

En dehors des mitogenes, plusieurs cytokines sont responsables de
l'induction de la chaine alpha, en particulier 1'[L-1(229-231) e TNF(229232.233)
mais également 1TL-2(234.235), Les mécanismes impliqués dans cette induction sont

nombreux et font appel a l'activation de systemes de facteur de transcription dont
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le NF-kappa B(232.236). A T'opposé, une étude réalisée sur des lymphocytes T
montre que 1'IL-4 diminue I'expression de la p75 et la prolifération induite par
1TL-2(237:238), Ce méme type d'inhibition a été observé récemment avec 1'TL-3(239),

L'infection cellulaire par le rétrovirus HTLV-I (Human T-Cell Leukemia
Virus) entraine également une forte expression de la chaine alpha comparable a la
stimulation par un mitogéne comme la PHA®40), L'expression de la protéine
virale tax est nécessaire a cette induction, mais son action est indirecte. En effet,
c'est l'augmentation de I'expression d'une protéine cellulaire appelée ADF (Adult
T-cell leukemia Derived Factor) qui est responsable de l'induction de I'expression
de la chaine alpha(®*1). Le surnageant de cellules transfectées avec I'ADN
complémentaire de 'ADF augmente 1'expression membranaire de la p55 sur une
lign€e cellulaire. Cette protéine cellulaire est homologue a une enzyme appelée

thioredoxine(*2) qui catalyse la réduction de protéines et de ribonucléotides.

5- La distribution cellulaire

Les lymphocytes T au repos expriment environ 4000 sites d'IL-2Rp. La
chaine alpha n'est présente que sur seulement 5% des lymphocytes au repos 2
raison de 200 sites par cellule. La stimulation par la PHA entraine 1'expression
d'a peu prés 30.103 a 60.103 sites d'IL-2Ro. mais seulement 3500 & 5000 sites de
forte affinité. Dans le cas des cellules infectées par HTLV-I, le nombre d'IL-2Rcx
peut atteindre 270.103 a2 10 mais seulement 1% donne un site de forte affinité.

Les lymphocytes B expriment les chaines fonctionnelles de 1TL-2R(243.244) 3
raison de 2000 sites de forte affinité et 10 fois plus de sites de faible affinité sur

des cellules activées. L'TL-2 stimule la croissance des lymphocytes B et augmente
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la synthése d'immunoglobulines. L'IL-2R est retrouvée dans d'autres types
cellulaires lymphoides comme les cellules NK et les cellules LAK®45),

Les macrophages®@46) et les monocytes(247.248) expriment également un
récepteur fonctionnel pour 1'IL-2. La p75 est exprimée de fagon constitutive par
90% des monocytes alors que la p55 est inductible. L'interféron gamma(249:250) et
1TL-2(248) augmente 1'expression de cette chaine et la cytotoxicité des monocytes.

L'TIL-2 agit sur la croissance et/ou sur la maturation de cellules non
lymphoides comme des cellules de lignées d'oligodendrocytes(251:252) oy les
cellules de Langerhans(233). Par contre on ne connait pas encore le rdle de
l'expression de la chaine alpha sur des cellules comme les basophiles(54.255), ou

des précurseurs hématopoigtiques stimulées par la PHA(256),

6- Les formes solubles de I'IL-2R

La chaine alpha du récepteur pour I'lL-2 a été retrouvée sous forme d'une
protéine glycosylée soluble de 35 a 50 kD, dans des surnageants de cellules T
stimulées et de lignées cellulaires (257:258), Ces formes semblent produites par
clivage protéolytique des protéines membranaires plus que par la synthése et la
libération de molécules tronquées(239), Il n'y a en effet, aucune évidence de
I'existence d'un épissage alternatif particulier de I'ARN messager de la chaine

alpha codant pour une forme soluble.
La chaine alpha est retrouvée sous forme soluble (sIL-2Ra) dans le sérum

de patients atteints de nombreuses pathologies a des taux plus ou moins élevés.

Dans les cas d'infection par HTLV-I(260.261) ou dans les leucémies 2
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tricoleucocytes(262), ces taux sont remarquablement élevés. Des taux notables de
sIL-2Ra sont également détectés dans l'infection par le virus HIV, dans les
hémopathies malignes (lymphomes), dans les cas de tumeurs solides, de
métastases, de maladies autoimmunes ou encore dans les rejets de greffe
d'organes63). Cette augmentation du taux de sIL-2Ra constitue une approche
fiable et sensible de l'activation cellulaire.

De la méme maniére, une forme soluble de la chaine béta (sIL-2RfB ) de
50-55 kD a été détectée dans des surnageants cellulaires(206:269), A Theure actuelle,

aucune €tude n'a relaté la présence de cette protéine soluble in vivo.

La génération de ces deux formes solubles entre vraisemblablement dans un
mécanisme de désensibilisation des cellules activées mais aussi dans un processus
plus large d'immunorégulation, puisqu'elles conservent, toutes les deux, la
capacité de fixer I'IL-2. Ce type de syste¢me est également suggéré pour d'autres

récepteurs de cytokines(265),
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Les progres réalisés dans la culture cellulaire et surtout la découverte de
1'TL-20178) ont rendu possible la culture de lymphocytes a long terme, préparant la
voie de la découverte en 1980, du premier rétrovirus humain, le HTLV-I ou
Human T-cell Leukemia/Lymphoma Virus de type I, a partir de cellules de
patients atteint d'un lymphome cutané(266.267)  HTLV.-I fut trés vite identifié
comme l'agent causal de I'ATL ou Adult T-cell Leukemia/Lymphoma, un cancer
progressif trés rapide des lymphocytes T CD4+, décrit pour la premiére fois dans

le sud-est du Japon. En 1982, un second rétrovirus, HTLV-II, fut isolé a partir
des cellules d'un patient atteint d'une leucémie a tricoleucocytes d'origine T(268),
Ce virus possede une structure génomique et des propriétés biologiques similaires

a celles dHTLV-I, mais n'a pas ét€ pour le moment associé a un type de

pathologie donnée.

1- Epidémiologie, transmission et pathologie

HTLV-I est reconnu comme l'agent étiologique de 1'ATL(69), C'est un
lymphome souvent agressif et fatal affectant les cellules T matures, CD4+. Il se
développe dans des régions géographiques ou l'infection par HTLV-I est
endémique; incluant le Sud-Est du Japon, le Sud-Sahara Africain, la région des
Caraibes et le Sud-Est des Etats Unis. L'incidence de 'ATL dans ces régions est
d'environ 1 2 15%. De nombreux cas sont également décrits en Amérique
Centrale et en Amérique Latine. En Europe, l'incidence de cette infection est
beaucoup plus faible (0,01% a 0,035%).

Cliniquement 1'ATL est caractérisée par une leucémie, une

lymphoadénopathie, des infiltrats de cellules tumorales au niveau de la peau, une
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hépatosplénomégalie, une hypercalcémie et des 1ésions lytiques osseuses?70-273), La
transmission virale a lieu par contacts sexuels et par contamination sanguine. La
transmission de la meére a I'enfant a également été observée mais une transmission
via le lait maternel, est suspectée(?’74), La période de latence entre l'infection par
HTLV-I et I'apparition des symptdmes cliniques est typiquement longue, souvent
entre 10 et 30 ans. Le risque pour un individu infecté de contracter la maladie est
faible (< 5%), cependant, le pronostique des patients développant une forme aigué
d'ATL est trés mauvais, la survie est inférieure a six mois.

De plus, HTLV-I a été associé a un syndrome chronique neurodégénératif
dénommé HAM (HTLV-I Associated Myelopathy) ou PST (Paraparésie Spastique
Tropicale)(275.276), Cette pathologie est caractérisée par une démyélinisation
progressive des tractus neuronaux moteurs de la moelle épiniére, conduisant A une
paraparésie et une diminution de la force musculaire. Les bases moléculaires de
cette association sont encore inconnues.

L'implication d'HTLV-I dans d'autres pathologies, notamment dans la

sclérose en plaque reste controversée@77,

2- Organisation génomique

HTLV-I est un virus exogene de type C de la sous-famille des Oncoviranae,
d'un diametre de 110 a 140 nm. Deux copies d'ARN d'une longueur de 9032
nucléotides, sont enfermées dans la nucléocapside (Figure 7). Comme tous les
rétrovirus compétents, HTLV-I possédent les trois génes gag, pol et env entourés -
par deux séquences LTR (Long Terminal Repeat) identiques aux extrémités 5' et

3' du génome. Cependant, il existe une région supplémentaire située entre le géne
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env et le LTR 3' dénommée initialement pX. Cette région code pour deux

protéines régulatrices appelées tax et rex(278),

Les génes dHTLV-I subissent un épissage particulier du fait de 1'utilisation
de cadres ouverts de lecture chevauchant. Le transcript primaire de 8,5 kilobases
codant pour les protéines gag et pol est épissé pour donner un deuxi€me transcript
de 4,2 kilobases, codant pour les protéines d'enveloppe. Ce demier est 2 nouveau
épissé en un ARN messager de 2,1 kilobases qui est traduit en une protéine tax ou
rex (Figure 8).

Le produit du géne gag est un précurseur de 53 kD qui subit des
modifications post-traductionnelles pour donner les protéines structurales p19,
p24 et pl5. L'ADN polymérase dépendante d'ARN ou reverse transcriptase,
dépendante du magnésium est codée par le géne pol sous forme d'une protéine de
95 kD. Le géne env code pour une protéine de 45 kD, transformée en gp61 apres
glycosylation puis en protéines d'enveloppe sous la forme d'une gp46 externe et
d'une pl15-20 responsable de l'ancrage membranaire. La glycosylation est une
étape importante pour la fonctionnalité de la protéine. Les génes tax et rex codent

respectivement pour une p40 et p27. Ces protéines sont essentielles a la

réplication virale(2’9 et sont analogues aux protéines tat et rev du rétrovirus HIV,

responsable du syndrome d'immunodéficience acquise ou SIDA (Figure 9).

3- La transformation cellulaire induite par HTLV-I
HTLV-I induit la transformation leucémique des cellules T par un nouveau

mécanisme. Le génome d'HTLV-I ne code pas pour un oncogéne(2’® et ne

transforme pas les cellules par un mécanisme d'activation cis, c'est a dire
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Figure 9 : Organisation génomique du virus HTLV-I

Expression des protéines virales
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I'activation de génes cellulaires adjacents comme un proto-oncogene par exemple.
L'intégration du provirus dans le génome humain se produit effectivement de
facon aléatoire(80). Une des propriétés constante des lignées cellulaires établies a
partir des cellules de patient atteint d'ATL ou des cellules tumorales infectées in
vitro est l'expression constitutive d'un grand nombre de chaines alpha du
récepteur pour 1'TL-2(240.281) Cette expression contribue a la prolifération
polyclonale qui caractérise 1'étape précoce de l'infection par HTLV-I. Cependant,
les premiéres cellules tumorales des patients atteints d'ATL sont typiquement
monoclonale, ce qui suggere I'existence d'événements cellulaires supplémentaires
pour compléter le processus de tumorisation. La nature exacte de ces mécanismes

n'est pas encore bien connue.

La protéine tax: médiateur potentiel de la transformation des
lymphocytes T

La phosphoprotéine tax est le trans-activateur potentiel de la réplication
virale(?82) et de certains génes cellulaires(283), Tax réprime l'expression de la
béta-polymérase, enzyme impliquée dans la réparation de I'ADN@84), Ce qui
pourrait expliquer les cassures chromosomiques et d'autres anomalies
caryotypiques observées dans les cellules infectées. Par contre, tax active
l'expression, au niveau transcriptionnel des génes de 1'IL-2(285), de 1'TL-2R(286),
du proto-oncogéne c-fos87, du GM-CSF(288) ainsi que celui de la vimentine®89),
protéine importante du cytosquelette reliant le noyau & la membrane plasmique.

Plusieurs travaux ont rapporté l'expression d'autres cytokines dans

l'infection par HTLV-I, mais cette expression ne semble pas toujours Etre
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constante. C'est le cas notamment de 1'IL-1(c/B); du TNF(a/B); de I'IL-4; de
I'IL-5; de I'TL-6; de I'IL-9; de I'TFNy et du TGFB1)(177.290-294) [ 'expression de
I'ADF (Adult T-cell leukemia Derived Factor) ou thioredoxine(241.295) est par
contre induite dans tous les cas, mais les mécanismes moléculaires de cette
induction ne sont pas encore caractérisés.

L'importance de certaines de ces protéines trans-activées dans l'activation et
la croissance des cellules T normales suggere que ces systémes jouent un rdle
crucial dans l'initiation de la transformation. Plusieurs expériences suggérent
fortement que la protéine tax soit capable seule, d'initier le processus de
transformation. La transfection du géne codant pour cette protéine dans des
lymphocytes normaux induit une croissance a long terme de ces cellules%6), De
plus, les souris transgéniques tax développent des neurofibromes et les génes
codant pour l'IL-2Ra et le GM-CSF sont trans-activés dans les cellules
tumorales(?®?), Cependant, ni tax, ni les autres produits viraux ne semblent
nécessaires au maintien du phénotype transformé. Le programme de
transformation induit par tax entrainerait l'altération de fonctions cellulaires
essentielles de fagon irréversible. Récemment, une nouvelle glycoprotéine
cellulaire de 34 kD (gp34) a été identifiée spécifiquement sur la membrane
plasmique des cellules infectées par HTLV-1298), On ne connait pas encore la
fonction de cette gp34 mais elle pourrait étre impliquée dans le processus de
transformation. Elle n'est en effet, détectable que sur des cellules de tissus
foetaux.

Les mécanismes d'action de tax sont encore peu connus. Tax ne semble pas

se lier directement aux séquences régulatrices des promoteurs des génes
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cellulaires, mais activerait plutdt les facteurs nucléaires de régulation comme le

NF-kappa B ou des facteurs de transcription de la famille ATF (Activating

transcription factor) et CREB (cAMP Response Element Binding protein)@%?),

La protéine rex: Régulatrice de l'expression des protéines virales.

Le produit du géne rex est une phosphoprotéine nucléaire de 27 kD. Elle
dirige l'expression des geénes structuraux et de la polymérase d'HTLV-I, en
régulant le transport des ARN messagers codant pour gag/pol et env du noyau au
cytoplasme ou ils sont traduits. Cette régulation s'effectue par une association
directe de la protéine a I'ARN messager. La protéine rex imprime en effet une
structure secondaire particuliére au complexe ARN-protéine qui permet son
transport du noyau au cytoplasme. Mais cette structure, rend impossible la
transcription des génes tax et rex, ce qui implique que rex régule négativement,
en méme temps que sa propre synthése, celle de tax(300),

Une autre fonction de rex serait la stabilisation de I'ARN messager codant pour la

chaine alpha du récepteur de l'interleukine 2301,

4- Immunodéficience associée a HTLV-I

L'augmentation de la fréquence des infections opportunistes chez les sujets
atteints d'ATL a suggéré l'existence d'une immunosuppression consécutive a
l'infection par HTLV-1(271.272),

Les propriétés biologiques d'HTLV-I sont trés similaires a celles de certains
rétrovirus animaux ayant un tropisme T, en particulier le FeLV (Feline Leukemia

Virus). L'infection par le FeLV entraine une profonde immunosuppression chez
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le chat. Les protéines transmembranaires du FeLV, du MoLV (Murine Moloney
Leukemia Virus), du HTLV-I et du HTLV-II contiennent toutes une séquence
peptidique conservée qui est immunosuppressive in vitro. Un peptide synthétique
de 17 acides aminés homologue a cette s€équence inhibe la prolifération d'une
lignée de cellules T dépendante d'IL-2, mais aussi la prolifération des
lymphocytes humains et murins stimulés par un antigéne(302, D'autres travaux ont
montré qu'une séquence similaire était présente dans le HIV, mais également dans
I'TL-2. Cette séquence pourrait correspondre au site d'interaction de 1'IL-2 a son
récepteur303),

Un autre mécanisme responsable en partie de cette immunosuppression
serait liée 2 la présence de taux remarquablement élevés d'TL-2R soluble, ceux-ci

entrant en compétition avec les récepteurs membranaires pour la fixation d'TL-2.
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I- ACTIVATION LYMPHOCYTAIRE DANS I'HES
1-1 Distribution des éosinophiles en fonction des hyperéosinophilies
Grace a un large recrutement de patients présentant une hyperéosinophilie
d'étiologies diverses, nous avons pu étudier la répartition du nombre
d'éosinophiles hypodenses en fonction de la pathologie (Figure 10). Les HES ont
été divisés en trois groupes. Les groupe A, B et C représentent respectivement les
HES sans complications particulieres (HES A), les HES avec Iésions viscérales
(HES B) et les HES malins (HES C). Les hyperéosinophilies se déclarant aprés
I'apparition d'un lymphome T ont été individualisées. On note que le nombre
absolu d'éosinophiles recueillis dans les fractions de faible densité (éosinophiles
hypodenses) est significativement plus élevé dans le cas des HES avec 1ésions
viscérales, des HES malins et des hyperéosinophilies associées a un lymphome T
par rapport a celui rencontré chez les patients ayant un HES sans complications

(P<0,02) ou chez les patients allergiques ou parasités (P<0,01).

1-2 Taux de récepteur soluble pour I'IL-2 en fonction de la
pathologie

Nous avons recherché l'existence d'une relation entre ces taux d'éosinophiles
hypodenses et une activation des lymphocytes T. L'activation lymphocytaire T se
traduisant par une expression et une libération de la chaine alpha (p55) du
récepteur pour l'interleukine 2 263), nous avons dosé par un test ELISA, cette
protéine dans le sérum des patients présentant différentes formes d’'HES. Les
résultats illustrés dans la Figure 11 montrent que les taux d'IL-2 récepteur soluble

(IL-2Rs) les plus élevés sont rencontrés dans les hyperéosinophilies associées a un
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sans complications, HES-B: avec lésions viscérales, HES-C: HES malins.
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lymphome T (moyenne géométrique: 12111 U/ml). Ces taux sont
significativement plus élevés (p<0,1) que ceux observés dans les HES ou chez les
patients ayant une hémopathie maligne (1652 + 791 U/ml) ou un lymphome T
(3785 U/ml) sans €osinophilie. Chez les patients ayant différentes formes d'HES,
le taux d'IL-2Rs (2645 U/ml, n=38) est plus élevé que celui observé chez les
contrdles ou chez les patients ayant une éosinophilie d'origine variée. Les taux
d'IL-2Rs chez les patients parasités (663,4 U/ml) ou les sujets allergiques (374,8
U/ml) ne sont pas significativement différents de ceux observés chez les sujets
sains (436,4 U/ml). Si I'on observe plus particuli¢rement les trois groupes d'HES,
les taux d'IL-2Rs évoluent en fonction de la gravité de la maladie. Ces taux sont
significativement plus élevés dans les HES C (8021 * 1639 U/ml) que dans les
HES B (3345 + 938 U/ml; p<0,015). De la méme fagon ces derniers taux sont
également différents de fagon significative de ceux observés dans les HES A (1493

+ 461 U/ml; p<0,05).

1-3 Relation entre les taux d'éosinophiles et les taux IL-2Rs

En comparant les valeurs du nombre absolu d'éosinophiles circulants
(Figure 10) et d'IL-2Rs sériques dans les cas des HES et des lymphomes avec
hyperéosinophilie (Figure 11), on constate que ces deux paramétres évoluent dans
le méme sens. Une corrélation significative a pu étre observée dans le cas des
lymphomes associés a une éosinophilie (Figure 12). En effet, dans 8 cas, les taux
d'IL-2Rs sont corrélés soit au nombre total d'éosinophiles (Figure 12A), soit au
nombre d'éosinophiles hypodenses (Figure 12B).

Chez six patients résistants a la chimiothérapie conventionnelle une thérapie

a base d'interféron alpha a été utilisée. L'effet thérapeutique de cette cytokine a
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Figure 12A: Corrélation entre le taux de récepteur soluble pour I'IL-2 et le nombre total d'éosinophiles
sanguins chez 8 patients présentant un lymphome T avec éosinophilie. (Données
logarithmiques).
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été bien illustré dans le cas des leucémies a tricoleucocytes62), Ce traitement de
ces patients par I'TFNa a conduit & une réponse clinique favorable dans tous les
cas en quelques mois, voire en quelques semaines, accompagnée d'une chute a la
fois du taux d'IL-2Rs et du nombre total d'éosinophiles et d'éosinophiles
hypodenses. Une expérience représentative de la modification de ces paramétres

sanguins est illustrée par la Figure 13.

1-4 Activation lymphocytaire

Nous avons ensuite examiné l'effet de la stimulation par l'interleukine 2 des
cellules mononucléées de 4 patients ayant un lymphome T avec éosinophilie, ou
un HES malin (HES C) dans deux buts précis. Le premier consistait a définir les
modalités de l'expression de I'IL-2R, par la mise en évidence de la synthése
dIL-1, de TNF, d'IL-2 et d'ADF. Dans un second temps nous avons voulu
déterminé l'expression des cytokines impliquées dans les mécanismes de
régulation de 1'éosinopoiese, a savoir 1'1L-3, le GM-CSF et I'IL-5, mais aussi
I'IL-1, 1TL-6 et le TNF qui sont connues pour leur activité synergique sur la

croissance et la différenciation des cellules hématopoiétiques.

Les principaux caracteres clinicobiologiques des patients sont représentées
dans le tableau 2. Un patient a pu étre testé a deux reprises. Le nombre
d'éosinophiles circulants varie de 2,4x109/L a 33x10%/L et le taux d'IL-2Rs
sérique de 3950 U/ml a 15120 U/ml. Apres purification, la majorité des cellules
recueillies est de type lymphocytaire (Tableau 3). En utilisant un anticorps dirigé

soit contre la chaine alpha (p55), soit contre la chaine béta (p75) du récepteur
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Patient Pathologie Formule Eosinophiles sIL-2R
1001 Ulml
L M N Eo

Témoin Sain 28 8 63 1 <03 328
PEL HES-Lymphome T |18 1 13 78 33,2 3950

LEP HES-Lymphome T |19 5§ 46 30 2,4 9270

SCH HES-C 11 1 30 58 8,3 3480

BOSI HES-Lymphome T |42 2 19 37 311 10 920
BOSII 34 2 20 44 15,7 15120

Tableau 2: Pathologie et formule cellulaire du sang périphérique des patients. Dosage de
I'TL-2Ro soluble sérique.

L: Lymphocyte; M: Monocyte; N: Neutrophile; Eo: Eosinophile

Patient Formule Phénotypage Culture Dosage
IL-2 sIL2R
L M N Eo p78 pSs 100U/ml U/100M

Témoin |76 13 1 O 12 5,5 - 960
+ 2560

PEL 70 30 0 O 6 3 - 560
+ 1160

LEP 72 27 1 1 4,5 45 - 1400
+ 6 360

SCH 949 2 4 0 0 0 - 0
+ 160

BOS1I 75 19 3 3 4 10 - 700
+ 3350

BOSII |83 13 3 1 9 8 - 480
100 9 840

500 11 440

1000 10 640

Tableau 3: Formule cellulaire et expression de 1'1L-2R sur les cellules purifiées de

patients. Dosage de I'IL-2Ra soluble dans le surnageant des cellules cultivées
en présence ou en absence d'IL-2.
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pour 1'IL-2, nous avons pu réaliser des expériences de phénotypage des cellules
lymphocytaires. Les résultats montrent que l'expression membranaire des deux
chaines est variable, mais le plus souvent faible et qu'elle ne semble pas liée ni aux
taux d'IL-2Rs sérique ni aux taux d'éosinophiles circulants.

Les cellules ont été mises en culture pendant 20 heures en présence ou en
absence d'TL-2 & 100 U/ml. Nous avons ensuite tenté de déterminer 1'expression
d'un certain nombre de cytokines, 4 deux niveaux: au niveau protéique, en dosant
les protéines dans le surnageant, et au niveau de I'’ARN messager par hybridation
moléculaire. La stimulation sur un temps court, nous permettait d'observer deux
phénomenes. Le premier concernait la libération de médiateurs déja préformés ou
en cours de synthese et le second l'expression des génes correspondants. Le
dosage de 1I'IL-2Ra dans les surnageants et I'expression de cette protéine aux

niveau de 'ARNm ont également été étudiés.

Expression de cytokines au niveau protéique

Les résultats concernant le dosage de 1'IL-2Rs, dans le surnageant de
culture, sont représentés dans le Tableau 3. La stimulation par l'interleukine 2
augmente le taux soluble d'IL-2Ro mais il ne semble pas y avoir de relation entre
le nombre de cellules exprimant 1'TL-2R et les taux de formes solubles. Dans trois
cas sur quatre la stimulation par I'IL-2 entraine un libération plus importante
d'IL-2Rs (de 1,7 a 7,6 fois) qu'en absence de stimulation. La concentration d'TL-2
de 100 U/ml semble suffisante a la génération d'une réponse maximale, on
n'observe en effet qu'une trés faible augmentation du taux d'IL-2Rs dans le cas
BOS-2 pour les concentrations de 500 U/ml et 1000 U/ml. Concernant les quatre

cytokines: IL-1, IL-6, TNF, IL-3 et GM-CSF (I'L-1 étant d'origine presque
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exclusivement monocytaire), la stimulation par I'ILL-2 n'a pas ou peu d'effet sur
leur libération. Les quantités libérées dans le cas des patients sont peu différentes

du Témoin excepté pour le cas BOS-1 (Résultats non présentés).

Expression de cytokines au niveau moléculaire

L'ARN total correspondant aux cellules en culture en présence ou en
absence d'IL-2, ainsi que les cellules de ces patients fraichement purifiées, a été
isolé et séparé sur gel d'agarose. Plusieurs sondes d'ADN complémentaires
(IL-2Raq, IL-2RB, IL-5, IL-3, GM-CSF), d'ARN (TNFa) ou oligonucléotidiques
(TNFB, ADF) ont été successivement utilisées afin de détecter 'ARN messager
correspondant (Figure 14). L'hybridation avec la sonde actine dont I'expression
n'est pas modulable permet d'apprécier de fagon qualitative et quantitative ' ARN

déposé dans le gel d'agarose.

Les cellules fraichement isolées du donneur sain, n'expriment pas de
messager codant pour I'TL-2Ra, 1TL-5, le GM-CSF, le TNFa et 3 et 'ADF. Chez
les patients LEP et BOS, seuls les ARNm du TNF et de I'ADF sont retrouvés dans
les cellules non cultivées.

Le profil d'expression du TNFo et de 1'ADF est modifié quand les cellules
sont cultivées pendant 20 heures, mais en absence de stimulation. En effet, chez
trois patients l'expression de 'ARNm du TNFa est amplifiée. Le messager
correspondant a 'ADF est détectable dans tous les cas y compris chez le Témoin.
L'ARN codant pour la chaine  de I'IL-2R, dont l'expression est constitutive, est

retrouvée dans les cellules fraiches ou cultivées de tous les sujets.
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Figure 14: Expression de'ARN messager de I'IL-2Ra, de ' IL-2RB, de 'IL-5, du GM-CSF, du TNFo, et B
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20 heures, en présence ou en absence dIL-2 a été extrait. Les signaux obtenus avec les sondes
nucléotidiques correspondent aux tailles décrites dans la littérature.
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La stimulation pendant 20 heures par 11L-2 entraine une stimulation de
l'expression des deux chaines de 1TL-2R. Cependant, si l'induction de I'IL-2Rf3
par I'IL-2 semble identique dans tous les cas, l'induction de I'IL-2Ra parait plus
importante chez les patients que chez le Témoin, dans au moins trois cas sur
quatre. Chez tous les sujets, I'IL-2 augmente 1'expression du TNFo et de 'ADF
de fagon plus ou moins importante. Dans le cas de 1'ADF, l'induction est plus
importante chez le donneur sain que chez les patients. Chez le patient BOS et le
Témoin, 1'IL-2 induit l'expression du TNFpB. Enfin, les ARN messagers du
GM-CSF et de I'IL-5, n'apparaissent que chez le patient BOS aprés stimulation
par I'IL-2. L'hybridation avec une sonde IL-3, n'a donné aucun signal positif

quels que soient les patients ou les conditions (Résultats non présentés).



Résultats 80 /.

II- INFECTION RETROVIRALE ET HYPEREOSINOPHILIE
L'apparition de lymphome T avant ou aprés le développement d'une
hyperéosinophilie nous a conduit a2 envisager l'existence d'une infection
rétrovirale a potentialité transformante dans la pathogénie de 'HES. La présence
de taux sériques d'IL-2R soluble treés élevés a orienté notre recherche vers le

rétrovirus HTLV-1.

2-1 Présence de séquences rétrovirales dans I'ADN des cellules de
patients

Deux types d'approche ont été utilisées pour tester cette hypothése. La
premiére consistait a détecter des séquences rétrovirales homologues a HTLV-I
par amplification génique ou PCR (Polymérase Chain Reaction) dans le génome
des cellules mononucléées des patients. Une étude réalisée dans notre laboratoire,
en collaboration avec 1'équipe du Professeur J.P. Lévy a montré qu'il existait des
séquences nucléotidiques spécifiques d'HTLV-I dans le génome de cellules
mononucléées de trois patients présentant un HES associé 3 un lymphome TG04),
D'autre part, nous avons réalisé une étude sur une vingtaine de patients présentant
des hyperéosinophilies de diverses origines. Nous n'avons détecté des séquences
spécifiques des régions gag et tax dHTLV-I, que dans le cas d'un seul patient

hyperéosinophilique présentant un lymphome T (Résultats non présentés).

2-2 Cultures cellulaires
Ces résultats nous ont permis d'envisager un second type d'approche,

permettant d'augmenter la sensibilité de la détection virale et de pouvoir disposer
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Figure 15: Immunofluorescence, réalisée avec un sérum polyclonal anti HTLV-I, sur
les cellules de lalignée C10MJZ (A) et sur les cellules du patient Do cocultivées avec
les cellules de sang de cordon ombilical pendant trois semaines (B).
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Figure 16: Immunoprécipitation des extraits cellulaires marqués au soufre 355 de 1a
lignée C10MJZ (1 et 2) et de la lignée Do (3 et 4). Les extraits cellulaires ont été
immunoprécipités avec un sérum polyclonal anti-HTLV-I (2 et 4) et avec un sérum

contrdle (1 et 3). La piste M correspond aux marqueurs de poids moléculaire exprimés en
kiloDalton (kD).
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d'un matériel biologique plus abondant. Cette approche reposait sur la mise en
culture des cellules mononucléées de patients dans le but d'obtenir une
transformation cellulaire. Pour ce faire, les cellules sont stimulées pendant trois
jours par un mitogéne, puis elles sont soit, cultivées directement en présence
d'IL-2, soit cocultivées avec des cellules mononucléées de sang de cordon
ombilical, également en présence d'TL-2. Les cellules de sang de cordon semblent
plus sensibles 2 l'infection par HTLV-1(305),

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le Dr. F. BARRE-SINOUSSI
et a porté sur sept patients présentant une hyperéosinophilie associée a un
lymphome T.

La détection d'anticorps anti-HTLV-I par une technique ELISA dans le
sérum de ces patients s'est révélée négative. Aprés trois semaines de culture, une
immunofluorescence réalisée avec un sérum polyclonal a mis en évidence une
positivité pour les cellules d'un patient (Patient Do) (Figure 15). Nous avons
utilisé comme témoin positif une lignée cellulaire appelée C10MJZ qui est infectée
par HTLV-I. L'ADN génomique correspondant aux cellules cultivées soit en
culture directe, soit en coculture de tous les patients, a été isolé puis a subi une
amplification génique. Les résultats de cette expérience présentés dans la Figure
17A, montrent que deux patients sont positifs pour la région tax d'HLTV-I. Alors
qu'un signal positif est retrouvé a la fois pour les cellules en culture directe et en
coculture chez le patient Do, seules les cellules cocultivées avec les cellules de
sang de cordon donnent un signal positif chez le patient Ca. Il faut cependant
noter que pour tous les patients, aucun signal n'a été détecté pour la région gag et

pour deux régions pol dHTLV-L
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Figure 17: Amplification génique de I'ADN des cellules en culture ou en coculture, de sept
patients (A)etdelalignée Doet C1IOMJZ (B). Les fragments d'amplification ont la taille attendue
(tax: 138 pb; gag: 203 pb; pol A: 119 pb; pol B: 391 pb). Les témoins correspondent 2 une
amplification réalisée avec 'ADN de cellules de sang de cordon non cultivées (Neg) et a une
amplification ot 'ADN a été remplacé par de I'eau (Eau).
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2-3 Etablissement d'un clone cellulaire transformé par HTLV-I

Apres un mois de culture, un clone cellulaire a été établi a partir des cellules
en coculture du patient Do, alors que dans tous les autres cas les cellules sont
mortes. Par phénotypage membranaire nous avons pu observer que les cellules de
la lignée Do étaient CD4+ CD8- CD25+.

Des expériences de radioimmunoprécipitation en utilisant un anticorps
polyclonal ont été réalisées afin de savoir si les cellules de la lignée exprimaient
des antigeénes viraux. Les résultats présentés dans la Figure 16 montrent le profil
protéique obtenu avec le clone Do est identique & celui de la lignée C10MJZ et
que ces cellules expriment effectivement les antigénes viraux p19 et p24 ainsi que
gp61 dHTLV-L

En utilisant la technique d'amplification génique, nous avons détecté quatre
séquences spécifiques dHTLV-I dans les génes gag, pol et tax (Figure 17B). Ces
produits d'amplification sont retrouvés a la méme taille que ceux obtenu avec
I'ADN de la lignée C10MJZ.

Afin de connaitre l'identité de l'entité virale infectant les cellules de la
lignée Do avec le virus HTLV-I, nous avons analysé I'ADN par digestion
enzymatique suivie d'une analyse par la technique de Southern blot (Figure 18).
L'ADN du clone a été digéré par les enzymes Pst I d'une part et par les enzymes
Sma I et Bam HI d'autre part. L'ADN digéré a ensuite ¢ét¢é hybridé avec les sondes
nucléotidiques correspondant aux geénes gag et pol ¢n ce qui concerne les
digestions Pst I (Pistes 1 et 3) et la sonde Tax en ce qui concerne la double
digestion Sma I/Bam HI (Piste 2). Les signaux obtenus correspondent aux tailles
attendues d'apres la carte de restriction du génome HTLV-I. En effet pour une

digestion avec Pst I et une hybridation soit avec la sonde gag, soit avec la sonde
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Figure 18: Digestion enzymatique et hybridation de I'ADN de la lignée Do avec les sondes
gag, tax et pol A’ HTLV-1. Les tailles des bandes observées sont de 1600 pb (Piste 1), 2200 pb
(Piste 2) et 1300 pb (Piste 3). Les tailles théoriques pour les mémes digestions et les mémes
hybridations de 'ADN d'HTLV-I sont respectivement de 1644 pb, 2208 pb et de 1281pb.
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Figure 19: Représentation schématique de la carte de restriction de 'ADN du
virus HTLV-I. La position et la taille des fragments de restriction, obtenus dans
l'expérience d'hybridation des fragments de digestion de 'ADN de la lignée Do
ainsi que la localisation des régions amplifiées par PCR sont indiquées.
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pol, les fragments attendus ont respectivement une taille de 1644 paires de bases
(pb) et de 1280 pb. Dans nos expériences ces fragments ont respectivement la
taille de 1600 pb (Piste 1) et 1300 pb (Piste 3). Enfin, la digestion de 'ADN
d'HTLV-I par Sma I et Bam HI donne en théorie un fragment de 2200 pb avec la
sonde tax; dans notre expérience nous avons un fragment exactement a la taille
attendue (Piste 2). La Figure 19 représente la synthé¢se des résultats de PCR et
d'analyse des fragments de restriction. Sur ce schéma, les différentes régions
analysées du génome d'HTLV-I sont notées.

Enfin, une analyse en microscopie électronique de coupes fines des cellules
de la lignée Do a été réalisée. Sur la photographie présentée dans la Figure 20, on
distingue clairement des formes arrondies extracellulaires ayant un core central,
dense aux électrons. Cette image est typique des particules virales matures de

type C.

2-4 Pathologie du patient Do

Les données cliniques concernant le patient Do 4gé de 37 ans et vivant en
Cote d'Ivoire indiquent qu'il souffre d'un syndrome hyperéosinophilique associé a
des lésions cutanées (nodules prurigineux) depuis 1984 sans aucune autre
symptomatologie associée. Sa sérologie HTLV-I a toujours été négative. Six ans
aprés la découverte de l'hyperéosinophilie, des biopsies cutanées ont fait
apparaitre l'existence d'un lymphome pléiomorphe a petites cellules. Le
traitement par l'interféron alpha entraine une amélioration clinique en quelques
semaines dont la diminution du taux sérique d'IL-2R et du nombre total

d'éosinophiles et d'éosinophiles hypodenses (Figure 21).
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Figure 20: Microscopie €électronique réalisée sur des coupes fines des cellules de la lignée Do.
L'encadré indique les particules virales de type C. Ce sont des formes arrondies qui ont un core
central, dense aux électrons.
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III- EXPRESSION DE L'IL-2R PAR L'EOSINOPHILE

La discordance entre les taux élevés d'IL-2R soluble dans le sérum et
l'expression membranaire de la pS5 sur les lymphocytes des patients
hyperéosinophiliques suggere l'existence d'autres types cellulaires au niveau
sanguin ou tissulaire comme source d'IL-2Rs. Cette observation nous a conduit a

envisager l'expression d'IL-2R par 1'€osinophile lui-méme.

3-1 Expression membranaire de la chaine alpha de I'IL-2R sur
I'éosinophile

L'expression de 1'IL-2Ro ou CD25 a la surface de 1'éosinophile a été
d'abord observée en cytométrie de flux sur des éosinophiles fraichement purifiés.
Les résultats présentés dans le tableau 4, montre que le pourcentage de cellules
exprimant le CD25 est variable (3,6% a 70%) suivant les patients et la pathologie.
Pour plusieurs patients, deux expériences ont ét€ réalisées quand le pourcentage
de cellules contaminantes était faible et quand le nombre de cellules était suffisant.
Dans 10 cas sur 19, plus de 10% des éosinophiles expriment le CD25. La Figure
22 correspond a une expérience représentative ou les histogrammes 1A et 1B
représentent respectivement les résultats obtenus avec les patients 1a et 8.

L'expression des chaines alpha et béta sur 1'éosinophile a été ensuite
examinée par fixation covalente du ligand radiomarqué a son récepteur ou
"cross-linking" en utilisant un agent chimique. Les résultats d'une expérience
représentative sont montrés dans la Figure 23. Une bande est observée dans
1'échantillon contenant I'IL-2 radiomarquée a l'iode 125 (Piste 1). Cette bande est
située a un poids moléculaire compris entre 64 kD et 75 kD avec un pic

d'intensité vers 70 kD représentant vraisemblablement le complexe p55/IL-2; la



91

Tableau 4: Eosinophilie sanguine et expression de la chaine alpha de I'TL-2R sur l'éosinophile

Purification * Analyse
cellulaire cytofluorométrique
N°d'éosino- Pourcentage % de cellules
Patient Pathologie philes/mm3 d'éosinophiles Couche positives

la HES 5850 70 oI 13,5
1b ND 82 I 8,7
85 m 6,6
1c 11407 90 m 18
2 HES 1500 67 mI 4,7
3 HES ND 91 v 11,8
97,5 \% 79

4a HES 3450 90 m 194
4b 3360 93 v 70
5 HES 2970 98 v 88
100 A% 3,6

6 HES 8000 97 m 59
7 HES 2550 96 v 4,5

8 Parasitose 2210 93,5 v 322

9 Parasitose 4100 97 m 194

89 v 11,6

10 Parasitose 6820 89,5 I 9.8

90 m 10,1

11 Allergie 15600 72 m 16,7

* L'analyse cytofluorométrique a été réalisée sur les €osinophiles fraichement purifiés. Les résultats
sont exprimés par rapport & une immunoglobuline non spécifique.

Nombre relatif de cellules

(

Figure 22. Profil d'expression de
I'IL-2R sur les éosinophiles des
patients 1a (A: 13,5% de cellules
positives) et 8 (B: 32,2% de
cellules positives) et sur des
cellules mononucléées (C et D).
Les histogrammes montrent les
profils obtenus avec l'anticorps
anti-p55 (trait discontinu) et un
anticorps non spécifique (trait
continu). Les cellules mono-
nucléées stimulées avec (D) ou
sans (C) anticorps monoclonal
and-CD3 pendant 24 heures, sont
utilisées respectivement comme
contrdles positif et négatif.

Log. d'Intensité de Fluorescence




Résultats 92 /..

masse moléculaire de 1TL-2 étant de 15 kD. De facon a déterminer la spécificité
de cette observation, les cellules ont été préincubées soit avec un excés d'IL-2 non
marquée (Piste 2), soit avec un anticorps bloquant le site de fixation de 1TL-2 & 1la
chaine alpha (Piste 3). Dans les deux cas, aucune bande n'est détectable, ce qui
confirme la présence de la p55. Enfin, aucun signal, correspondant a la chaine
béta (p75), n'est observé; la taille du complexe IL-2/p75 devrait se situer entre 85

kD et 95 kD.

3-2 Expression de I'IL-2R au niveau transcriptionnel

Afin de savoir si 1'éosinophile synthétisait 1'TL-2R, nous avons réalisé une
expérience de Northern blot en utilisant les sondes d'ADN complémentaires
codant pour la p55 et la p75. Nous avons utilisé deux lignées cellulaires de type

NK comme témoins positifs et négatifs: la lignée YT Ser transfectée avec ' ADN

complémentaire codant pour le CD23 et la lignée YT Néo, non transfectée(53),
Cette derniere n'exprime que la chailne béta de 1'IL-2R, alors que dans la lignée
YT Ser, les ARN messagers codant pour les deux chaines sont retrouvés. Les
résultats d'une premiére hybridation réalisée avec la sonde p55 sont représentés
dans la Figure 24. L'ARN messager correspondant codant pour I'IL-2Ra est
retrouvé dans le cas de la lignée YT Ser (Piste 2) mais pas dans celui de la lignée
YT Néo (Piste 1). L'utilisation de deux sites de polyadénylation différents conduit
a l'existence de deux formes d'ARN messager codant toutes les deux pour la p55.
Nous avons utilisé une troisi€éme lignée appelée EoL3, qui est dérivée des cellules
d'un patient ayant une leucémie a €osinophile. Cette lignée exprime la chaine

alpha de I'TL-2R en surface mais pas la chaine béta. Cette expression est retrouvée
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Figure 23: Caractérisation du récepteur pour 'IL-2 sur I'éosinophile. Les éosinophiles (10x10%;

97% de pureté) sont incubés avec de I'IL-2 marquée  I'iode 121 en absence d'inhibiteur (piste 1),
en présence d'un excés d'TL-2 non marquée (piste 2) ou en présence d'un anticorps monoclonal
bloquant le site de fixation de I'IL-2 sur la chaine alpha du récepteur (piste 3). La bande observée
dans la piste 1 correspond au complexe p55/IL-2.
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au niveau transcriptionnel (Piste 3). De la méme facon, les populations cellulaires
enrichies en éosinophiles expriment toutes, les deux messagers de 1a p55 (Pistes 4
a7.

Afin de savoir, si I'éosinophile exprimait la p75 au niveau transcriptionnel,
nous avons réalisé un seconde expérience. Dans celle-ci le méme blot a été
hybridé d'abord avec la sonde IL-2R[, puis déhybridé pour subir une nouvelle
hybridation avec la sonde IL-2Ra. Les résultats illustrés dans la Figure 25
indiquent que I'ARN messager correspondant a 1a p75 n'est pas détectable a la fois
dans les €osinophiles et dans la lignée EoL.3, alors que I'on retrouve bien les deux
formes d'ARNm de la p55. Dans le cas des lignées YT Ser et YT Néo, elles
expriment toutes les deux la p75 au niveau transcriptionnel comme le laissait

supposer l'expression membranaire, seule la lignée YT Ser posseéde le messager

de la p55.
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| Figure 24: Expression de I'ARN messager de la chaine alpha du récepteur pour 1TL2. Les pistes 1 et 2
représentent respectivement les contrdles négatif et positif. Les ARN d'une lignée €éosinophile (EoL3;
piste 3) et d'éosinophiles de quatres patients (pistes 4 4 7) ont ét€ analysés par hybridation avec la sonde
nucléotidique de la chaines alpha de 1TL-2R. Le pourcentage de cellules contaminantes dans les
préparations d'éosinophiles est respectivement de 1%, 1%, 0% et 2%.
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Figure:25: Expression de I'ARN messager des chaines alpha et béta de 1'TL-2R. Les pistes 1 et 2
représentent respectivement les controles négatif et positif. Les ARN d'une lignée éosinophile (EoL3;
piste3) ainsi que d'éosinophiles de deux patients (pistes 4 et 5) ont €t€ analysés par hybridation avec les
sondes:nucléotidiques des chaines alpha et béta de I'TL-2R. Le pourcentage de cellules contaminantes

dan§ les:préparations d'éosinophiles est respectivement de 5%:et 0%.
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IV-EFFETS DE L'IL-2 SUR L'EOSINOPOIESE

La présence de la chaine alpha du récepteur pour l'interleukine 2 a la
surface de 1'€osinophile ainsi que le développement d'une éosinophilie chez les
patients ayant un cancer et traités par 1'I[L-2 nous ont conduit a évoquer
I'hypothése que 1'IL-2 pouvait agir sur 1'éosinopoiese. La disponibilité d'un
modele de différenciation de cellules de sang de cordon ombilical en éosinophiles,

nous a permis de réaliser plusieurs séries d'expériences.

4-1 Effet de 1'IL-2 sur la différenciation

Afin d'évaluer I'activité de I'lL-2 sur la différenciation des cellules de sang
de cordon nous avons réalisés deux types d'expériences.

Dans un premier temps, 1'1L-2 a ét€ ajoutée dans la culture, en plus des trois
autres cytokines (IL-3/IL-5/GM-CSF) pendant les 24 jours de culture (Figure
26A, n=3). La différenciation des cellules souches en éosinophiles est inhibée par
I'IL-2 tout au long de la culture. Le nombre de cellules positives pour la
coloration spécifique de I'EPO atteint 68% a J18 dans la condition Témoin, alors
qu'il est a peine a 30% en présence d'TL-2, soit une inhibition de plus de 50%.

Dans la seconde série d'expériences, l'incubation des cellules avec I'IL-2 a
ét€ réalisée sur une courte durée. En effet, 1'TL-2 a été rajoutée dans le milieu de
culture, en plus des trois autres cytokines (IL-3/IL-5/GM-CSF) seulement pendant
les six premiers jours, la culture est ensuite poursuivie jusqu'a J24 en absence
d'IL-2 (Figure 26B, n=3). Aprés une premiere phase d'inhibition, la
différenciation augmente fortement de J6 & J12 pour ce maintenir a une valeur
supérieure a celle de la condition Témoin jusqu'a la fin de la culture. La

deuxiéme semaine de culture représente une période importante dans la
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Figure 26 A: Différenciation des cellules de sang de cordon, en fonction du temps. Les cellules sont
cultivées en présence d'TL-3, de GM-CSF et d'IL-5, et en absence (Témoin) ou en présence d'IL-2 4 100
U/ml pendant toute la durée de la culture. Les résulats représentent la moyenne et I'écart-type (SD) de
trois expériences.
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Figure 26 B: Différenciation des cellules de sang de cordon, en fonction du temps. Les cellules sont
cultivées en présence d'IL-3, de GM-CSF et d'IL-5, et en absence (Témoin) ou en présence d'IL-2 a 100
U/ml pendant seulement les six premiers jours. Les résultats représentent lamoyenne et 1'écart-type (SD)
de trois expériences.
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modification des événements cellulaires conduisant a l'augmentation de la
différenciation cellulaire induite par I'L-2. Le nombre de précurseurs
€osinophiles dans la condition Témoin passe de 12,7% a 47,5% de J6 a J12, alors
que dans la condition IL-2 ce nombre passe de 4,5% a 65,3% dans le méme
temps. Ces chiffres traduisent une augmentation tres nette de la différenciation.

Il faut cependant noter une différence entre les courbes de différenciation
Témoin des deux expériences. Cette différence pourrait s'expliquer par

I'hétérogénéité cellulaire des sangs de cordon.

4-2 Effet dose de I'IL-2

Ces premieres observations nous ont conduit a réaliser une deuxiéme série
d'expériences visant a déterminer s'il y avait un effet dose de 1TL-2 sur
I'inhibition et la stimulation de la différenciation des cellules souches en

éosinophiles.

A- Effet dose sur l'inhibition de la différenciation:

Les résultats d'une expérience représentative sont illustrés par la Figure 27.
Les cellules de sang de cordon (Condition A) ont été cultivées toujours en
présence des trois cytokines €osinophilogénes et en présence de concentrations
croissantes d'TL-2 pendant toute la durée de la culture. Dans la condition Témoin
ou en présence le 10 U/ml d'IL-2, le nombre de cellules EPO positives augmente
rapidement a partir de J6 pour atteindre une valeur proche de 50% a J24. A
I'opposé, si le nombre de précurseurs éosinophiles est voisin de celui de la
condition Témoin a J12, dans le cas ou les cellules sont cultivées en présence de

50 U/ml d'IL-2, il n'augmente que treés l€gérement par la suite pour atteindre la
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Figure 27: Différenciation des cellules du sang de cordon (Condition A), en fonction du temps. Les
cellules sont cultivées en présence d'IL-3,de GM-CSF etd'IL-5 et, en absence (Témoin) ou en présence de
concentrations croissantes d'IL-2 pendant toute la durée de la culture.

Conditions Jours L M B Pr My Mé Se
Témoin JO 51 46 3 0 0 0 0
Témoin J6 27 44 25 3 1 0 0

IL-2 10 U/ml J6 33 36 29 2 0 0 0
IL-2 50 U/ml J6 39 29 30 1 1 0 0
IL-2 100 U/ml J6 45 22 32 1 0 0 0
Témoin J12 12 19 29 6 15 12 7
IL-2 10 U/ml Ji12 17 16 31 7 15 11 3
IL-2 50 U/ml J12 18 15 33 8 19 7 0
IL-2 100 U/ml J12 27 2 58 5 4 4 0
Témoin J18 5 23 17 9 15 21 10
IL-2 10 U/ml J18 5 18 22 5 17 20 13
IL-2 50 U/ml J18 14 18 27 4 7 27 3
IL-2 100 U/ml J18 20 1 63 2 6 8 0
Témoin J24 2 35 9 2 12 22 18
IL-2 10 U/ml J24 3 43 4 1 8 21 20
1L-2 50 U/ml J24 9 29 24 p. 5 21 10
IL-2 100 U/ml J24 12 0 70 1 4 7 6

Tableau 5: Formule cellulaire du sangde cordon (Condition A), en fonction du temps. Les cellules sont
cultivées en présence dTIL-3, de GM-CSF et d'IL-5 et, en absence (Témoin) ou en présence de
concentrations croissantes d'IL-2 pendant toute la durée de la culture.

L: Cellules d'origine Lymphocytaire, M: cellules d'origine Monocytaire, B: cellules Blastiques, Pr:
Promyélocytes éosinophiles, My: Myélocytes éosinophiles, Mé: Métamyélocytes éosinophiles, Seg:
€osinophiles Segmentés.
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valeur de 38% a J24. Pour la condition IL-2 100 U/ml, cette inhibition est plus
importante et peut s'observer dés J12, a J24 le nombre de cellules EPO positives
est de 18%.

La formule cellulaire de ces quatre conditions pour chaque temps est
représentée sur le tableau 5. Les différents stades des précurseurs éosinophiles
sont identifiés ainsi que les cellules blastiques, les cellules lymphocytaires et les
cellules dérivées des précurseurs monocyte/macrophage. Les cellules blastiques
apparaissent dés le début de la culture. En effet de 3% a JO, les blastes
représentent 25% de la population a J6 en absence d'IL-2. La stimulation par
I'IL-2 a 100 U/ml entraine une formation plus importante de blastes dés J6, mais
alors que ce nombre diminue au cours de la culture pour la condition Témoin, il
ne cesse d'augmenter en présence d'IL-2 pour représenter 70% de la population a
J24. Le nombre de blastes en présence de 10 U/ml ou de 50 U/ml d'IL-2 est plus
variable mais il cependant généralement plus élevé que celui de la condition

Témoin.

B- Effet dose sur la stimulation de la différenciation:

Parallelement, nous avons voulu savoir quels étaient les effets de différentes
concentrations 1'IL-2, ajoutée seulement pendant les six premiers jours, sur la
différenciation cellulaire. Pour ce faire, nous avons utilisé I'expérience
précédente en divisant par deux les cultures en présence d'TL-2 afin de poursuivre
la culture en absence d'TL-2 (Condition B), la condition Témoin n'a pas été
modifiée (Figure 28). La différenciation cellulaire est affectée pour une
incubation courte d'TL-2 et dépend de la concentration de cytokine. Le nombre de

cellules positives en coloration spécifique de I'EPO est a peu pres identique en
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Figure 28: Différenciation des cellules du sang de cordon (Condition B), en fonction du temps. Les
cellules sont cultivées en présence d'IL-3,de GM-CSFetd'IL-5 et, en absence (Témoin) ouen présence de
concentrations croissantes d'IL-2, seulement pendant les six premiers jours.

Conditions Jours L M B Pr My Mé Seg
Témoin JO 51 46 3 0 0 0 0
Témoin J6 27 44 25 3 1 0 0

IL-2 10 U/ml J6 33 36 29 2 0 0 0
IL-2 50 U/ml J6 39 29 30 1 1 0 0
IL.-2 100 U/ml J6 45 22 32 1 0 0 0
Témoin J12 12 19 29 6 15 12 7
IL-210 U/ml J12 9 12 45 8 18 7 1
IL-2 50 U/ml J12 10 9 42 10 18 9 2
IL-2 100 U/ml J12 30 0 18 14 17 18 3
Témoin J18 5 23 17 9 15 21 10
IL-210U/ml J18 0 28 26 6 14 20 6
IL-2 50 U/ml J18 5 30 23 4 17 12 9
IL-2 100 U/ml J18 2 6 29 4 18 28 13
Témoin J24 2 35 9 2 12 22 18
IL-2 10 U/ml 24 1 39 12 3 13 17 15
IL-2 50 U/ml 24 2 30 17 3 7 22 19
IL-2 100 U/ml J24 0 16 18 4 16 25 21

Tableau 6: Formule cellulaire du sang de cordon (Condition B), en fonction du temps. Les cellules sont
cultivées en présence d'IL-3, de GM-CSF et d'IL-5 et en absence (Témoin) ou en présence de
concentrations croissantes d'IL-2 seulement pendant les six premiers jours.

L: Cellules d'origine Lymphocytaire, M: cellules d'origine Monocytaire, B: cellules Blastiques, Pr:
Promyélocytes €osinophiles, My: Myélocytes €osinophiles, Mé: Métamyélocytes €osinophiles, Seg:
Léosinophih:-:s Segmentés.
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présence de 10 U/ml ou de 50 U/ml d'IL-2, par rapport a la condition Témoin, ils
est cependant plus faible a J18. A linverse, en présence d'IL-2 a 100 U/ml
pendant les six premiers jours, le nombre de précurseurs éosinophiles dépasse
celui de la condition Témoin a J12 et reste supérieur a J18 et J24. L'étude
cytologique présentée dans le tableau 6 montre que le nombre de cellules
blastiques est en général plus élevé dans le cas des cellules cultivées pendant 6
jours avec IL-2 que dans la condition Témoin mais le facteur d'augmentation ne

dépasse pas 2, quelque soit la concentration de cytokine.

4-3 Dosages de médiateurs dans les surnageants de culture

Dans ces deux dernieres expériences nous avons doser I'lL-2Ro soluble
ainsi que trois cytokines intervenant dans les étapes précoces de I'hématopoiese, a
savoir I'IL-6, le TNFa et I'IL-1. Les résultats de ces dosages sont présentés dans
la figure 29. L'interleukine 1 n'a été détectée dans aucun des surnageants
(Résultats non présentés).

Les taux d'IL-2Ra soluble dans les surnageants augmentent en fonction du
temps et de fagon dose dépendante quand les cellules sont stimulées par 1'TL-2
pendant toute la culture. Par contre ces taux restent stables quand I'IL-2 est
ajoutée seulement pendant la premi€re semaine.

A T'opposé, la stimulation continue des cellules par 1'IL-2 provoque une
forte diminution de la libération d'IL-6 dans les surnageants. La stimulation
courte entraine le méme phénomene mais il semble s'inverser a J24.

L'effet de 1I'IL-2, ajoutée de JO a J24, est inducteur sur la libération de
TNFa par les cellules de sang de cordon. Cet effet est atténué quand 1'IL-2 n'est

ajouté que pendant les six premiers jours.
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Figure29: Dosage de la chalne alphade I'lL-2R, de I'IL-6 et du TNF dans les surnageants des cellules des
sang de cordon A et B cultivées en présence d'IL-3, de GM-CSF et d'IL-5 et, en absence (Témoin) ou en
présence de concentrations croissantes d'TL-2.

Condition A: I'IL-2 est ajoutée pendant toute la durée de la culture.
Condition B: I'L-2 est ajoutée seulement pendant les six premiers jours.
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4-4 Action séquentielle de l'interleukine 2

Les modifications importantes de la différenciation cellulaire provoquées
par 1'IL-2 en présence d'IL-3, de GM-CSF et d'IL-5 nous ont conduit a réaliser
une quatrieme série d'expériences (Condition C). Nous avons voulu évaluer 1'effet
de l'addition d'IL-2 a différents moments de la culture. Cette expérience a
consisté a ajouter 1'1L-2 (100 U/ml) dans le milieu de culture par période de six a

sept jours, c'est a dire de JO a J6, de J6 a J13 et de J13 a J20.

Analyse cellulaire

La différenciation (Figure 30) est peu affectée quand 1'IL-2 est ajoutée entre
J6 et J13 ou entre J13 et J20. La différenciation est par contre augmentée quand
les cellules sont cultivées pendant les 6 premiers jours en présence d'IL-2, comme
dans l'expérience précédente (Condition B). En effet, le taux de cellules positives
pour 1'EPO passe de 10% a J6 & 85% a J13 en présence d'IL-2 alors que ce taux
passe de 20% a J6 a 54% a J13 dans la condition Témoin. Cette différence est
encore nettement observée a J20. L'étude cytologique correspondant aux
différentes conditions présentée dans le tableau 7 montre que le pourcentage de
blastes a J6 est fortement augmenté en présence d'IL-2 (75%) par rapport a la

condition Témoin (20%).

Analyse phénotypique
Afin de comprendre les événements cellulaires et moléculaires apparaissant
au cours de la culture nous avons réalisé des expériences de cytométrie de flux et

des analyses de ' ARN messager de ces différentes conditions.
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Figure 30: Différenciation des cellules du sang de cordon (Condition C), en fonction du temps. Les
cellules sont cultivées en présence d'IL-3,de GM-CSFetd'IL-5et, en absence (Témoin) ou en présence
de 100 U/ml d'IL-2 a différents temps; de JO2J6: IL-2 (JO-J6); de J6 4J13: IL-2 (JO-J13) etde J13 2 J20:
IL-2 (J13-J20).

Conditions Jours L M B Pr My Mé Seg
Témoin JO 55 36 3 0 0 0 1
Témoin J6 16 47 20 13 3 0 0

IL-2 (JO-J6) J6 8 6 75 8 3 0 0
Témoin J13 2 42 10 6 8 22 10

IL-2 (JO-J6) J13 2 5 15 10 22 28 18

1L-2 (J6-J13) J13 3 54 5 2 6 10 20
Témoin J20 0 50 13 3 6 8 20
IL-2 (JO-J6) J20 0 6 13 4 6 31 40
IL-2 (J6-J13) 20 2 55 7 0 2 9 25
11-2 (J13-J20) J20 0 52 7 2 5 7 27
Témoin J26 0 55 4 p 6 10 23
IL-2 (JO-J6) J26 0 36 5 1 4 18 36
1L-2 (J6-J13) J26 0 60 2 0 1 7 30
11-2 (J13-J20) J26 0 51 3 3 9 9 25

Tableau 7: Formule cellulaire du sang de cordon (Condition C), en fonction du temps. Les cellules sont
cultivéesen présenced'TL-3,de GM-CSFetd'IL-5 et, en absence (Témoin) ou en présence de 100 U/ml
d'IL-2 a différents temps; de JOaJ6: IL-2 (JO-J6), de J6 2 J13: IL-2 (JO-J13) et de J132J20: IL-2
(J13-320).

L: Cellules d'origine Lymphocytaire, M: cellules d'origine Monocytaire, B: cellules Blastiques, Pr:
Promyélocytes €osinophiles, My: Myélocytes €osinophiles, Mé: Métamyélocytes éosinophiles, Seg:
éosinophiles Segmentés




Résultats 106 /...

L'analyse en cytométrie a été réalisée, sur la population cellulaire entiére,
en utilisant plusieurs types d'anticorps: deux anticorps reconnaissant les deux
chaines de I'IL-2R, et deux anticorps dirigés contre les antigénes membranaires
des cellules hématopoiétiques jeunes, a savoir les molécules CD34 et le CD33
(Tableau 8).

Tout au long de la culture l'antigéne membranaire CD34 est trés faiblement
exprimé quelque soit la condition. Le phénotypage CD33 n'a pu étre réalisé qu'a
J20 et 2 J26. Cette molécule est exprimée sur les progéniteurs myéloides et sur les
précurseurs granulocyte/macrophage. Son expression est d'autant plus faible que
les cellules se différencient. A ces deux temps la molécule CD33 est exprimée sur
pres de 50% des cellules. Cependant a J26, les cellules cultivées de JO a J6 avec
I'TL-2 ont une expression plus faible de l'antigeéne CD33.

En ce qui concerne les deux chaines de I'IL-2R, la p75 n'est détectable qu'a
JO et apres stimulation par 1'TL-2 a J6, alors que la p55 est présente sur les
cellules a tous les temps et dans toutes les conditions. Les résultats, présentés dans
la figure 31, illustrent l'expression de la p55 sur les cellules des conditions
Témoin et IL-2 (JO-J6). On note que le nombre de cellules exprimant la p55 et
I'intensité de fluorescence, c'est a dire le nombre de molécules d'IL-2Ra par
cellule, sont plus faibles dans la condition IL.-2.

L'analyse phénotypique avec les anticorps anti- CD3, CD19 et CD14,
reconnaissant respectivement les lymphocytes T, les lymphocytes B et les
monocytes, indique que les deux premiers types cellulaires sont trés faiblement
représentes dans la culture. Les cellules CD14+ apparaissent, par contre, en fin de

culture (Résultats non présentés).



Conditions Jours CD34 CD33 P55 P75
Témoin JO 3 ND 11,5 7
Témoin J6 1 ND 32 0

IL-2 (JO-J6) J6 5,5 ND 6 13
Témoin J13 1 ND 47 0

IL-2 (JO-J6) J13 1 ND 27 0

IL-2 (J6-J13) J13 2 ND 37 0
Témoin 20 0 52 46 0
IL-2 (JO-J6) J20 0 45 22 0
IL-2 (J6-J13) J20 3 47 52 0
I1-2 (J13-J20) J20 0 55 45 0
Témoin 26 0 50 53 0
IL-2 (JO-J6) J26 5,5 37 52 0
IL-2 (J6-J13) 126 1 55 ND 0
11-2 (J13-J20) J26 2,5 55 52 3
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Tableau 8: Phénotypage des cellules du sang de cordon C cultivées en présence d'TL-3, de GM-CSF et
d'IL-5eten absence (Témoin) ou en présence de 100 U/ml d'IL-2 a différents temps, de JO 2 J6: IL-2 (JO-
J6),deJ6aJ13:1IL-2 (JO-J13) etde J13 2J20: IL-2 (J13-J20). Les résulats sont exprimés apres déduction de

la valeur obtenue avec l'anticorps non relevant, de méme isotype.
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Figure 31: Profil d'expression de la chaine alpha de I'TL-2R sur les cellules du sang de cordon (Condition C),
cultivées en présence d'IL-3, de GM-CSF et d'IL-5 et en absence (Témoin: A, Cet E) ou en présence de 100
U/ml d'IL-2 pendant les six premiers jours (IL-2J0-J6: B,D,F). Les histogrammes représentent lesrésultats
obtenus aJ13 (A et B),aJ20 (CetD)etaJ26 (E et F). Les courbes du haut représentent les résultats obtenus

avec l'anticorps dirigé contre la p35 de ITL-2R et les courbes du bas, les résultats obtenus avec 1'anticorps |
controle.
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Analyse transcriptionnelle

L'ARN total des cellules de chaque condition a ét€ isolé pour subir une
hybridation avec différentes sondes nucléotidiques (Figure 32). Nous avons utilisé
les sondes correspondant aux deux chaines de I'IL-2R ainsi que celles
correspondant au TNFa et a la péroxydase de 1'éosinophile. L'hybridation avec la
sonde actine permet d'apprécier de fagon quantitative et qualitative I'ARN déposé
dans le gel d'agarose. En ce qui concerne 1'IL-2R, I'ARN messager codant pour la
p75 est trés faiblement détectable a J6 pour les cellules cultivées en présence
d'IL-2 alors que celui de la chaine alpha est présent tout au long de la culture
(excepté a JO) quelque soit la condition. Enfin, le TNFa est également détecté au
niveau transcriptionnel dans tous les cas mais semble plus exprimé au début de la
culture, notamment en présence d'IL-2. Dans cette expérience, nous avons aussi
utilisé les sondes d'ADN complémentaires codant pour I'IL-3, le GM-CSF et
I'TL-5. Dans aucun des cas nous n'avons obtenu de signal positif (Résultats non
présentés).

En absence d'TL-2, ' ARN messager codant pour la péroxydase de 1'éosinophile
apparait a J6, atteint son maximum a J20 et disparait complétement a J26. En
présence d'IL-2 pendant les six premiers jours, la quantité maximale de messager
est détectée a J13 puis décline progressivement jusqu'a J26. L'IL-2 ajoutée, entre
J6 et J13 ou, entre J13 et J20, ne modifie la quantité d'ARNm de I'EPO qu'a J26
par rapport a la condition Témoin, cette observation est plus nette pour la

condition J13-J20.
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'Figure 32: Expression de ' ARN messager de I'EPO, du TNFao, de I'TL-2Rocetdel’ IL-2Rp. Les cellulesdu

sang du cordon (Condition B), sont cultivées en présence d'TL-3, de GM-CSF et d'IL-5 et, en absence
(Témoin) ou en présence de 100 U/ml d'IL-2 & différents temps; de JO 2 J6: IL-2 (JO-J 6),deJ62aJ13:1IL-2
(J0-J13) et de J13 2 J20: IL-2 (J13-J20). Les signaux obtenus avec les sondes nucléotidiques EPO, TNFq,
IL-2Ra, IL-2RB et actine correspondent aux tailles décrites dans la littérature
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Parmi les diverses pathologies ol 1'éosinopoiése est dérégulée de fagon
significative, les syndromes hyperéosinophiliques présentent des aspects cliniques
et biologiques particulierement intéressants pour la compréhension de la
physiopathologie et I'étude de la genése de 1'€osinophile. En effet, la diversité des
formes cliniques au sein méme de ce syndrome est grande. Elle est fonction de
I'état évolutif de la maladie, du taux d'éosinophiles éirculants, des 1ésions
associées mais aussi du développement d'autres types de pathologies (lymphomes
ou leucémies) avant, pendant ou aprés l'hyperéosinophilie. La nature des
mécanismes mis en jeu, ainsi que la cinétique des événements cellulaires
responsables de 1'éosinophilie demeurent inconnus.

Les diverses approches thérapeutiques utilisées a 'heure actuelle reposent
plus sur des données empiriques que sur des bases cellulaires et moléculaires bien
établies. Il n'existe effectivement pas actuellement de marqueur d'évolution de
cette pathologie, d'ou la difficulté d'orienter un choix thérapeutique approprié.

Si les recherches effectuées depuis plusieurs années se sont principalement
axées sur la connaissance des propriétés toxiques et des mécanismes d'activation
de I'éosinophile, peu d'équipes se sont attachées a déterminer la ou les causes de

I'‘éosinophilie dans le cas des syndromes hyperéosinophiliques.

Lors de ce travail nous avons tenté de préciser certains mécanismes
cellulaires et moléculaires permettant de suivre 1'évolution de la pathologie du
syndrome hyperéosinophilique, d'identifier une entité particuliere de ce syndrome
et enfin d'apporter notre contribution a la compréhension de la différenciation
des cellules hématopoietiques en éosinophiles. Plusieurs approches ont été

abordées. La premiére a consisté a définir le rle des lymphocytes T dans I'HES
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par la mise en évidence de marqueurs d'activation et par la détection des
cytokines produites. Par une seconde approche, nous avons tenté de démontrer
qu'une origine rétrovirale pouvait étre impliquée dans les cas ' HES associés a un
lymphome T. Enfin, la troisi¢me approche, utilisant un modéle de différenciation
cellulaire in vitro, a permis de définir le rdle de l'interleukine 2 dans
I'éosinopoiese, apres avoir caractérisé son récepteur a la surface de 1'€osinophile

mature.
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I- Activation lymphocytaire dans I'HES

Le r6le crucial des lymphocytes T dans le développement de 1'éosinophilie
fut clairement établi en 197001, Le développement d'une éosinophilie chez le rat,
induite par un parasite nématode (Trichinella spiralis) est considérablement
réduite par thymectomie néonatale ou par injection d'un sérum de lapin,
anti-lymphocytes de rat. De plus, des animaux irradiés, exposés au challenge
parasitaire ne développaient une éosinophilie qu'apreés reconstitution avec des
lymphocytes issus d'animaux sains ou parasités. Enfin, les lymphocytes de rats
sensibilisés étaient capables d'induire une éosinophilie chez des rats normaux par
diffusion de médiateurs solubles. A l'heure actuelle, le nombre de cytokines
produites par les lymphocytes T aprés stimulation mitogénique est €levé, et la liste
actuelle n'est certainement pas close. La caractérisation de 1'IL-3(300) dy
GM-CSF169) et notamment de 1'TL-5(07), spécifique de la lignée éosinophile, a fait
avancer d'un grand pas la recherche sur la compréhension des mécanismes
régulant 1'éosinopoiese. Ainsi, s'il est admis que ces trois cytokines sont capables
d'induire une différenciation des cellules hématopoittiques en éosinophiles®), les
événements cellulaires et moléculaires qui sous-tendent cette différenciation sont
multifactoriels et complexes. Du fait de sa spécificité, 1'TL-5 semble jouer un rdle
primordial dans le développement d'une éosinophilie. Elle a en effet, été détectée,
soit sous forme soluble dans le sérum, soit au niveau de I'ARN messager, dans de
nombreuses pathologies telles que les infections parasitaires308:309), les maladies
allergiques(310), les éosinophilies induites au cours de l'immunothérapie par

1'TL-2(187311) et mémes dans les syndromes hyperéosinophiliques312:313), LTL-5

apparait en fait nécessaire & la gen¢se d'une éosinophilie mais n'est
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vraisemblablement pas suffisante. Il est raisonnable de penser que 1'IL-5 fait parti
d'un réseau complexe de stimulation et/ou d'inhibition multifactorielle,
comprenant notamment 1'IL-3 et le GM-CSF. D'autres médiateurs non encore

identifi€s pourraient également agir en synergie avec 1'IL-5.

Le r6le crucial des lymphocytes T dans l'induction de l'éosinophilie
sanguine, nous a conduit a évaluer l'activation cellulaire T chez les patients ayant
un HES au début ou durant l'évolution de la maladie. Des travaux antérieurs
avaient montré que la chaine alpha du récepteur pour I'IL-2 était retrouvée sous

forme soluble (sIL-2Ra) dans le surnageant de lymphocytes stimulés ou de

certaines lignées cellulaires357), La détection d'TL-2Ra soluble, dans le sérum de
patients au cours d'un grand nombre de maladies humaines indique clairement
que le taux sérique d'IL-2Ro est un bon marqueur, quantitatif et sensible de
l'activation des cellules mononucléées(263),

Nos avons dosé cette protéine dans le sérum des patients ayant différentes
formes d'HES mais aussi dans le sérum des patients ayant une éosinophilie
d'origine variée (parasitose, maladie allergique ou autre). Les résultats obtenus
montrent que les taux d'IL-2Ra soluble sont variables et dépendent de la situation
pathologique. Les taux sont peu €levés dans le cas des parasitoses ou des maladies
allergiques et ne sont pas significativement différents des taux observés chez les
témoins, a I'opposé des valeurs d'IL-2Ra soluble chez les patients présentant un
HES. Cependant, ces taux varient suivant I'évolution de la maladie; ils sont plus
faibles dans le cas des HES sans complications cliniques et plus élevés pour les

HES malins. Les patients ayant une €osinophilie associée a un lymphome T bien
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caractérisé présentent les taux les plus élevés.

Nous avons en parallele déterminé le nombre absolu d'éosinophiles
hypodenses circulants dans chaque catégorie. Les €osinophiles hypodenses se
distinguent des éosinophiles normodenses par une densité plus faible mais aussi

par des propriétés biochimiques et fonctionnelles qui les font apparaitre comme

étant les cellules activées(?426-28)_ Cette activation se concrétise par une sensibilité
accrue aux activateurs potentiels de 1'€osinophile qui conduit le plus souvent, a
une libération non appropriée ou exagérée de nombreux médiateurs toxiques
altérant ainsi I'environnement tissulaire.

Le nombre d'éosinophiles hypodenses est plus élevé dans tous les cas dHES
que dans les maladies allergiques ou parasitaires. Il y a cependant une variation
importante au sein des groupes d'HES. Le nombre absolu d'éosinophiles
hypodenses traduit en quelque sorte, la sévérité de 1'éosinophilie et un risque
sérieux de complications viscérales plus ou moins graves@>.

Il est intéressant de noter que l'évolution de ce paramétre cellulaire, au
travers des différentes situations pathologiques, suit I'évolution du taux d'IL-2Ra
soluble. Il semble y avoir une étroite relation entre 1'activation des éosinophiles et
la présence de récepteurs solubles pour I'IL-2. Dans le cas des éosinophilies
associées a un lymphome T, ol le nombre d'éosinophiles hypodenses sanguins est
le plus élevé, une corrélation statistiquement interprétable a pu étre mise en
évidence. Cette corrélation est également retrouvée si toute la population
d'éosinophiles circulants est prise en compte.

Ces résultats sont particulierement intéressants pour le suivi de 1'évolution

de la pathologie. En effet, chez six patients présentant un HES malin associé ou
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non a un lymphome T, et résistants a la chimiothérapie conventionnelle, une
thérapie a base d'interféron alpha a été employée. Ce traitement a conduit 3 une
réponse clinique favorable dans tous les cas, accompagnée d'une chute a la fois
des taux d'IL-2Ra soluble et d'une diminution significative de 1'éosinophilie
sanguine. L'effet clinique de l'interféron alpha a été montré dans d'autres travaux
sur des cas isolés de syndromes hyperéosinophiliques(314:315), Bien que les
mécanismes d'action de I'I[FNo ne soient pas encore identifiés, il pourrait agir
directement au niveau médullaire, en inhibant la formation des stades cellulaires
CFU-GEMM et CFU-GM®19), Dans les leucémies 2 tricoleucocytes, l'interféron
alpha conduit également 2 une amélioration clinique et 2 une diminution du taux
d'IL-2Ra soluble(262), Enfin, les taux d'IL-2R alpha semblent également étre en
relation avec la situation pathologique dans d'autres pathologies comme les
leucémies myéloides chroniques!?) ou les leucémies T aigués de I'adulte (ATL)
induites par le virus HTLV-1(260.261),

Le dosage du récepteur soluble pour I'IL-2 dans les syndromes
hyperéosinophiliques semble étre une méthode reproductible, sensible et ayant de
plus, une valeur pronostique. A cet égard, les valeurs d'IL-2Ra peuvent étre trés
informatives dans le cas des HES associés a des marqueurs myéloprolifératifs qui
peuvent précéder, parfois de plusieurs années, l'apparition d'un lymphome ou
d'une leucémie(16-13), [ 'absence de marqueurs cellulaires ou sanguins
caractéristiques, en dehors de 1'éosinophilie, ne permet pas toujours de faire le
diagnostique du lymphome, celui n'étant découvert qu'a 'autopsie(1®). Le dosage
d'IL-2Ra soluble pourrait donc permettre d'orienter le diagnostic.

La reproductibilit¢ des dosages du a l'extréme fiabilité des réactifs
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commercialisés, mais aussi a l'utilisation de contréles internes, permettent une
bonne comparaison de nos mesures de taux de récepteurs solubles pour
l'interleukine 2 avec celles réalisées ces derniéres années dans d'autres
pathologies. Les taux dTL-2Ra soluble les plus élevés (11000 a 99000 U/ml) sont

rencontrés dans le sérum des patients souffrant d'une leucémie T aigué de I'adulte
(ATL)(260), Des taux comparables sont rencontrés dans les leucémies 2
tricoleucocytes (1700 a 81000 U/ml)(262) et dans les leucémies myéloides

chroniques (2580 a 172000 U/m1)317, Les dosages obtenus dans nos expériences
chez les patients ayant un lymphome T isolé sont de méme ordre que ceux décrits
dans la littérature (3569 U/ml en moyenne)©®!®), La comparaison de ces données
avec celles obtenues chez les patients ayant une éosinophilie permettent donc de
mettre en évidence le caractere particulierement élevé des valeurs obtenues dans
le cas des HES malins et des éosinophilies associées a un lymphome T .

Ces valeurs treés élevées dTL-2Ra suggerent 1'existence d'une "dérégulation”
importante de l'expression de la chaine alpha du récepteur pour 1'IL-2. Les
mécanismes qui conduisent a la libération de la forme soluble de cette chaine
semblent faire appel 4 un clivage protéolytique de la forme membranaire plutdt
qu'a une sécrétion directe de forme soluble. L'analyse du géne de I'IL-2Rc n'a en
effet pas permis la mise en évidence d'une régulation particulieére de la
transcription aboutissant a la synthése d'une protéine sans domaine
transmembranaire(196), comme il a été démontré pour les récepteurs de
1TL-4319.320) de 1TL-7G2D et de 1'IL-5(10), Les mécanismes qui régissent le
clivage de I'IL-2Ra ne sont pas pour le moment identifiés. Seule une étude

réalisée dans le modele murin, montre que 1'IL-5 est capable d'induire la



Discussion 119 /...

libération d'IL-2Ra soluble a partir des formes membranaires, sur des
lymphocytes B activés®22), La présence d'IL-5, récemment mise en évidence dans
les sérums de patients atteints d'HES(12.313) pourrait étre reliée aux taux

d'IL-2Ra soluble. 11 serait intéressant de comparer ces deux parametres chez les

mémes patients.

La source de récepteurs solubles pour I'lL-2 reste néanmoins a définir dans
les syndromes hyperéosinophiliques. L'analyse en cytométrie de flux des
lymphocytes de patients montre que l'expression membranaire de I'IL-2R est le
plus souvent faible. De plus, 1'analyse au niveau transcriptionnel révéle aussi une
faible expression de ' ARN messager de I'IL-2Ra. Néanmoins, la stimulation des
cellules mononucléées des patients, par I'IL-2, entraine une augmentation a la fois
du taux d'ARNm de I'TL-2Ra et de la libération de la protéine soluble dans le
surnageant de culture. Ces expériences montrent que les cellules de patients ont la
capacité de produire de I'TL-2Ra. Mais il ne semble pas qu'elles participent de
fagon importante a la génération d'IL-2Roa soluble, puisqu'en dehors d'une
stimulation, elles n'expriment pas ou peu ce récepteur. Ces données ne
correspondent pas non plus aux dosages de récepteurs solubles dans les sérums.

On se sait pas encore si la présence d'IL-2Ra soluble dans les sérums de
patients joue un rdle particulier ol si ce n'est que le témoin d'une activation
cellulaire. De plus, aucune évidence n'existe a 'heure actuelle de la présence de

formes solubles de la chaine béta dans les sérums de patients. Elle a cependant été

détectée dans des surnageants de certaines lignées cellulaires(206.264) mais aucun

travail n'a rapporté son existence in vivo. Chaque forme soluble du récepteur
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garde sa capacité de fixer I'IL-2 et il a méme été démontré que I'IL-2Ra soluble
présente dans le sérum de patients atteint d'un lymphome T cutané était capable
d'inhiber la prolifération et la cytotoxicité des cellules NK (Natural Killer)
induites par 1'TL-2(323), Le rdle de 1L-2Ro chez les patients ayant un HES reste

néanmoins a définir.

Méme si les cellules mononucléées circulantes ne semblent pas constituer la
source principale d'IL-2Ra soluble dans le sérum, elles peuvent néanmoins
intervenir en modulant cette production, a partir, par exemple, de cellules
localisées au niveau tissulaire. Plusieurs médiateurs sont en effet connus pour leur
action inductrice sur l'expression de la chaine de I'IL-2R. Différents travaux ont
clairement montré que 1'IL-1229), le TNF(232), 'ADF(@4D et méme I'TL-2(234)
augmentent 1'expression de 1'IL-2Ra. Dans cet esprit, nous avons mesuré la
synthese de ces médiateurs par les cellules mononucléées de patients. La premiére
approche consistant a doser ces protéines dans les surnageants de culture des
cellules de patients, s'est révélée peu informative. Dans la seconde, l'expression de
I'IL-2R, du TNFa et B et de 'ADF a été étudiée au niveau de ' ARN messager
des cellules fraichement isolées et des cellules cultivées en présence ou en absence
d'IL-2. 11 est intéressant de noter que les cellules de patients expriment 'ARN
messager du TNFa et de 'ADF, en dehors de toute stimulation. L'ADF, dont
l'expression est induite par l'infection par HTLV-1, augmente l'expression de
I'TL-2R a la membrane d'une lignée cellulaire(?42),

La stimulation par 1'1L-2 entraine une augmentation de l'expression du

TNFa, de I'ADF et du TNF[3 chez les patients mais aussi chez le Témoin. 11 est
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décrit dans la littérature que 1'IL.-2 induit I'expression du TNFa et du TNFf dans

les lymphocytes T normaux(233:324)_ En ce qui concerne I'ADF, aucune donnée
n'est pour le moment disponible concernant la régulation de son expression par
I'IL-2. En comparant les situations observées chez le témoin et les patients, on
note qu'il n'y a pas de différence significative entre les niveaux d'induction de ces
cytokines, excepté pour I'ADF. Le signal obtenu pour ce médiateur, dans le cas
du Témoin, est en effet plus intense que chez les patients. Ceci pourrait traduire
une différence de sensibilité des cellules a 1'IL-2, pouvant s'expliquer notamment
par le fait que les mécanismes régulant 1'expression de I'ADF ont été sollicités
antérieurement. Pour pallier ces problemes d'interprétation, il faudrait augmenter
le nombre de témoins et de patients, mais peut €tre également le temps de
stimulation afin de permettre aux cellules d'exprimer une réponse maximale.
Parallélement, nous avons mesuré l'expression des cytokines impliquées
directement dans l'activation des éosinophiles et dans le contrdle de
I'€osinopoiese. Seuls, les ARN messagers de I'IL-5 et du GM-CSF ont pu étre
détectés apres stimulation par 1'IL-2. Dans aucun cas, I'ARN de 1'TL-3 n'a été
détecté. Ces résultats confirment les observations réalisées par d'autres
équipes(189), Méme si les lymphocytes de patients ne produisent pas spontanément
ces cytokines, ils sont malgré tout dans un état d'activation qui leur permettre de
répondre rapidement a une stimulation par I'IL-2. Cette observation suggere
I'existence d'une expression de cette cytokine in vivo. Il faut remarquer
néanmoins qu'un résultat positif n'a été obtenu que dans un seul cas. Cette
hétérogénéité peut s'expliquer par le fait que la stimulation pendant 20 heures est

insuffisante pour une expression optimale de ces génes ou par le fait que les ARN
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messagers de ces cytokines sont présents en faible quantité et rapidement
dégradés. La demie-vie de 1'ARN messager du GM-CSF n'excéde pas une
heure(32%), La faible quantité d'ARN messager d'IL-S souléve aussi le probléme de
la sensibilité de la technique de détection. L'application de techniques plus fines
telle que l'hybridation in situ apportera de nouvelles informations quant a la

nature et le nombre de cellules productrices.

L'ensemble de ces résultats apporte des informations nouvelles sur I'intérét
et les modalités de 1'expression de 1'IL-2R dans les syndromes
hyperéosinophiliques. I1 apparait que le dosage de I'IL-2Ra soluble dans le sérum
des patients est un marqueur fiable et sensible de I'évolution de la pathologie. Les
taux de récepteurs solubles sont particulierement élevés dans les formes extrémes
d'HES. L'IL-2Ra soluble traduit assez fidelement 1'état d'activation des
éosinophiles et par conséquent le risque d'atteinte viscérale. Le dosage de cette
protéine apparait aussi comme un marqueur utile pour le suivi du traitement par
I'interféron alpha de certaines formes d'HES. Ce traitement se révéle
particulierement efficace, puisqu'en quelques mois ou quelques semaines, 1'état
clinique des patients est nettement amélioré et que 1'éosinophilie sanguine
retourne en paralléle a une valeur presque normale.

Par ailleurs, l'origine cellulaire de ce récepteur soluble reste néanmoins a
définir. En effet, il n'y pas de relation entre le nombre de lymphocytes circulants
exprimant le récepteur pour 1'IL-2R et les taux de protéines sériques. On observe
la méme situation chez les patients présentant un lymphome T ou les taux

d'IL-2Ra solubles ne sont pas non plus corrélés a la présence d'IL-2R a la surface
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des cellules circulantes!®), Par contre dans les cas particuliers des leucémies T
aigués de l'adulte (ATL)@0) ou des leucémies & tricoleucocytes(262), les dosages
d'IL-2Ra sont en étroite relation avec les phénotypages membranaires. Les
cellules mononucléées de patients atteint d'HES ont malgré tout la capacité de
synthétiser, d'exprimer et de libérer de 1'IL-2Ra. Elles paraissent également
participer de fagon indirecte & ce phénomeéne en libérant certains médiateurs qui
induisent 1'expression de la chaine alpha de I'lL-2R. Le TNFa et I'ADF semblent
étre de bons candidats, mais d'autres investigations seront nécessaires pour
confirmer ces premiers résultats. De plus ces cellules semblent capables de
produire des cytokines impliquées dans le contrble de l'éosinopoi¢se. La
production de messager codant pour 1'IL-5 et le GM-CSF en réponse a une

stimulation par 1I'IL-2 a pu étre observée.

II- Expression de I'IL-2R par 1'éosinophile

Ces premiers résultats laissaient supposer que I'TL-2Ra soluble pouvait étre
produit au niveau tissulaire ou par d'autres types cellulaires. Nous avons émis
I'hypothése que 1'éosinophile était capable, lui aussi, d'exprimer et de synthétiser
la chaine alpha de I'TL-2R. Sa représentation importante dans la circulation et
dans les tissus, le présentait comme un candidat potentiel. De plus, les
observations d'autres équipes concernant le développement d'une éosinophilie

chez les patients traités par 1'IL-2 dans le cas de certains cancers(!82) ou des

leucémies myéloides aigués(183.184)  allaient dans le sens de l'existence d'un
récepteur pour I'IL-2 3 la surface des éosinophiles.

Nos résultats indiquent que les éosinophiles de patients fraichement purifiés
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expriment spontanément, la chaine alpha du récepteur pour I'IL-2. Cette
expression est toutefois variable et dépend des patients ainsi que de la densité des
éosinophiles. Pour l'instant, il n'est pas possible de lier 'expression de 1'TL-2Ra a
une pathologie donnée puisque la pS5 est exprimée aussi bien par les éosinophiles
de patients ayant une parasitose ou une maladie allergique que par ceux de
patients ayant un HES. Il serait nécessaire d'augmenter le nombre de patients dans
chaque catégorie pour définir éventuellement une relation particuliere avec la
pathologie. La variabilité de 1'expression de ce récepteur est toutefois similaire a
celle d'autres molécules de surface comme le CD23(7), le récepteur pour
1'TL-506.97) et 1la molécule CD4(122) également décrits sur I'éosinophile. La
synthése protéique des éosinophiles différe selon leur densité, suggérant
l'existence de stades distincts d'activation(?®), Cette variation pourrait expliquer
I'hétérogénéité de l'expression de la p5S5.

Nous avons ensuite caractérisé a la surface de 1'éosinophile, une chaine de
55 kD correspondant a 1'IL-2Ra, mais par contre aucun signal correspondant 2 la
chaine béta n'a été détecté. Afin d'éliminer la possibilité d'une adsorption
éventuelle de la p55 sur la membrane, nous avons examiné l'expression de
I'TL-2R au niveau transcriptionnel. Comme dans la lignée EoL3, les éosinophiles
expriment les deux messagers de I'IL-2Ra. A l'opposé, aucun signal
correspondant au messager de la chaine béta n'est détecté.

Dans nos expériences, nous n'avons pas inclut d'€osinophiles de sujets sains
principalement pour des raisons quantitatives. Cependant, un étude récente a
montré que les éosinophiles de donneurs sains n'exprimaient pas 1'IL-2Ra en

absence de stimulation, mais ils gardent la capacité de transcription du gene et de
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synthése de la protéine apres stimulation avec I'IL-3 ou le GM-CSF, cultivés sur
un tapis de fibroblastes(326), 11 faut noter que les éosinophiles normaux exposés 2
ces cytokines et cultivés dans les mémes conditions, sont convertis en €osinophiles
hypodenses(162:163) De 1a méme fagon, nous avons démontré une induction de la
p55 sur un clone de la lignée EoL3, sélectionné comme négatif pour l'expression
de I'IL-2Ra, par une stimulation séquentielle avec I'IL-3, I'IL-5 et le
GM-CSFG27, Ces études tendent a considérer l'expression de 1'IL-2R par
I'éosinophile comme étant un marqueur d'activation.

Le r6le de I'IL-2 sur l'éosinophile méiture n'avait jusqu'alors pas été
déterminé. Aucun effet direct de 1'[L.-2 n'avait été observé sur la survie(192), sur
la modification de la densité cellulaire(186) ou sur les fonctions cytotoxiques de
1'éosinophile(185), Cependant, une étude a récemment décrit un effet
chimioattractant de 1'TL-2 sur 1'éosinophile. La chaine béta n'est pas détectable,
bien que sa présence soit fortement suggérée par des expériences d'inhibition de
l'activité de 1'IL-2 en utilisant un anticorps bloquant le site de fixation de I'IL-2
de cette chaine(329),

L'induction de la p55 par le GM-CSF et I'IL-3 est également confirmée. La
synthése de ces deux cytokines par 1'éosinophile(13%:160), pourrait faire partie d'une
boucle de régulation autocrine de I'expression de la pS5. En outre, il a été montré
que les surnageants d'une lignée monocytaire augmentent de facon significative
I'expression de I'IL-2Ra, bien que le facteur impliqué dans cette induction ne soit
pas déterminé.

L'TL-5 ainsi que 1'IL-1B, I'TL-2, I'TL-4 et I'IL-6 ne semblent pas avoir

d'effet sur la production de la p55. Pour notre part, nous avons détecté la
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présence de messagers codant pour I'ADF, dans les éosinophiles de patients
(résultats non présentés). L'ADF est une protéine cellulaire homologue a la
thioredoxine qui est impliquée dans l'induction de la chaine alpha de 1'IL-2R(*4D,
L'expression de I'ADF par 'éosinophile pourrait €tre reliée a celle de 1'IL-2Ra..
L'analyse des mécanismes impliqués dans cette induction apportera peut étre des
informations nouvelles sur la régulation de l'expression de 1'IL-2R par
'éosinophile.

Pour pallier la faible représentation de la chaine béta a la surface de
'éosinophile, il est possible d'envisager une éventuelle association de I'lL-2Ra a
d'autres protéines membranaires comme il a déja ét€ décrit dans certains modeles.
Une association de la p55 a en effet été démontrée entre d'une part, une molécule
HLA de classe I(?14) et d'autre part, la molécule ICAM-1(215.216) gyr les

lymphocytes T. Le role d'une telle association reste encore énigmatique.

L'expression d'IL-2R par I'€osinophile pourrait contribuer a 'augmentation
de la forme soluble du récepteur dans les syndromes hyperéosinophiliques. Méme
si 'expression est variable et parfois faible, il est raisonnable de penser que la
quantité d'éosinophiles dans la circulation sanguine et dans les tissus est
suffisamment importante pour participer a2 'augmentation du pool d'IL-2Ra
soluble dans les sérums. Le fait que les taux solubles de la chaine alpha soient en
relation avec le nombre d'éosinophiles hypodenses renforce cette hypothése. 11
reste néanmoins a vérifier in vitro, I'expression par les éosinophiles de 1'IL-2Ra

et la libération de la forme dans les surnageants de culture. L'TL-5, comme c'est

le cas pour les lymphocytes B murins(322), pourrait participer a la libération
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d'IL-2Ra soluble a partir de la forme membranaire sur 1'éosinophile. Cette
régulation serait autocrine puisque une étude récente a montré que l'éosinophile
était capable de produire 'ARN messager codant pour 1'TL-5161),

Enfin, de par son puissant rdle chimioattractant, I'TL-2 pourrait participer

au recrutement d'éosinophiles de la moelle osseuse dans la circulation sanguine.

III- Effet de I'IL-2 sur 1'éosinopoiése

Le rdle de I'TL-2 dans I'éosinopoiese n'est pas établi jusqu'a présent. En fait,
peu d'études se sont intéressées au rdle de 1'lL-2 dans 1'hématopoiese, de fagon
plus générale. Cependant, la génération d'une éosinophilie chez certains patients
traités par I'IL-2 qui ne présentaient pas de critéres de sujets hyperéosinophiliques
avant le traitement, laissait supposer que 1'IL-2 puisse avoir un effet direct sur les
événements cellulaires conduisant & la génération d'éosinophiles. De plus, une
étude in vivo réalisée sur le chat®??) montre que I'injection d'IL-2 pendant cing
jours conduit a une remarquable augmentation du nombre d'éosinophiles
circulants et une trés nette hyperplasie sélective des précurseurs éosinophiles au
niveau médullaire, sept jours apres la premiére injection. L'éosinophilie sanguine
et les taux de précurseurs retournent a leur valeur normale i la quatriéme
semaine. Les €osinophiles sanguins de ces chats ont une survie accrue et sont
hypodenses.

Il existe certes, un effet indirect de I'IL-2, démontré par la mise en évidence

de I'expression de certaines cytokines dont 1TL-5 a la fois chez 'homme et dans le
modele murin(187.188,311,330)  Cette expression est vraisemblablement responsable

de T'activation des éosinophiles observée chez les patients traités par IL-2(185.186),
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Cependant l'expression de 1'IL-2Ra par 1'éosinophile mature laissait
supposer que les précurseurs €osinophiles étaient capables d'exprimer cette
protéine. De méme, il était raisonnable d'envisager que la chaine béta était, elle
aussi, synthétisée par ces précurseurs. Nous avons voulu vérifier ces hypothéses
en analysant les effets de 1IL-2 sur la différenciation des cellules de sang de
cordon ombilical en éosinophiles, en présence d'IL-3, de GM-CSF et d'IL-5.

Les résultats obtenus dans six expériences mettent en évidence un double
effet de I'IL-2 sur la différenciation. La réponse des cellules de sang de cordon
vis a vis de 1'IL-2, en termes de différenciation cellulaire, dépend du temps
d'incubation en présence de cette cytokine. Lorsque 1TL-2 est présente pendant
toute la durée de la culture, la différenciation est fortement réduite mais
lI'inhibition n'est pas totale. Celle-ci dépend de la concentration de cytokine, elle
est plus importante en présence de 100 U/ml d'IL-2. A T'opposé, I'addition d'TL-2
seulement pendant les premiers jours entraine une augmentation de la
différenciation des cellules souches en éosinophiles. Ce phénomeéne est clairement
observé pour une concentration dTL-2 égale 2 100 U/ml. Deux études réalisées
avec le TNFo donnent des résultats similaires. L'effet du TNFo peut présenter,
suivant le temps d'incubation, a la fois un effet stimulateur ou inhibiteur sur la
croissance et la différenciation des cellules CD34+, en présence d'TL-3(49:50),

L'addition d'IL-2 pendant la deuxi¢me ou la troisi¢me période de la culture
ne modifie pas la cinétique de la différenciation. L'IL-2 semble donc agir sur les
premieres €tapes de 'hématopoiese, ce qui suggere une action de I'IL-2 sur les
cellules indifférenciées. L'analyse cytologique montre une modification

importante du nombre de cellules blastiques au cours de la culture. La stimulation
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par I'IL-2 entraine une augmentation du nombre de blastes d&s la premiere
période. Cette augmentation persiste si 1'IL-2 est maintenue tout au long de la
culture alors qu'elle disparait en absence d'IL-2.

L'analyse de l'expression de I'IL-2R montre clairement la présence de la
chaine alpha a la surface des cellules en différenciation, dans la condition Témoin,
de la premicre a la derniere semaine de culture. Le nombre de cellules positives
et l'intensité de fluorescence, c'est a dire la densité de molécule p5S par cellules,
diminuent quand 1'IL-2 est ajoutée dans la culture pendant la premiere semaine.
Cette diminution pourrait s'expliquer par un rapide "turnover" de la p55(331), Les
résultats de phénotypage membranaire montrent également une absence de
I'expression de la chaine béta de 1'IL-2R, exceptée pour la premiére période de
culture. Cette chaine doit étre cependant présente en faible quantité et en deca des
limites de détection. L'IL-3 pourrait étre en partie responsable de la diminution
d'expression de 1'TL-2R[, comme il a été montré par ailleurs39). Sa présence est
également suggérée par le fait qu'elle est responsable de la transduction du signal
d'activation cellulaire(?9%), La concentration d'IL-2 utilisée dans nos expériences
(100 U/ml soit 660 pM) est en effet plus en faveur de I'expression dun récepteur
de forte affinité (10 pM) que de faible affinité (10 nM).

L'étude au niveau de 1'ARN messager de 1'expression de 1'lL-2R confirme
ces résultats. En effet I' ARN messager de I'IL-2Ra est détecté tout au long de la
culture méme quand le pourcentage de cellules positives en coloration spécifique
est élevé, ce qui semble indiquer que les précurseurs éosinophiles expriment
I'TL-2R. L'ARN messager de 1'IL-2RP n'est par contre détecté faiblement

qu'apres la premiere semaine de culture en présence d'IL-2.
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Parallélement a cette étude, nous avons mesuré les taux d'IL-2Ra soluble
dans les surnageants de culture. Dans la culture Témoin, les taux de p55 sont
détectables a partir de la seconde semaine et restent stables tout au long de la
culture. La stimulation par I'IL-2 entraine une augmentation de ces taux dés la
premiere semaine de culture, ils restent cependant faibles si la culture est
poursuivie sans IL-2, mais par contre augmentent nettement si 1'IL-2 est
maintenue. Cette observation est trés intéressante car elle apporte un élément
nouveau dans la compréhension de 1'origine cellulaire de 1'TL-2Ra soluble dans le
sérum des patients ayant une hyperéosinophilie. Il est effectivement possible
d'envisager une libération de la forme soluble de 1'IL-2Ra par les cellules
blastiques de la moelle osseuse des patients, cette protéine libérée dans la
circulation générale augmenterait le pool de p55 soluble sérique.

La détection d'TIL-2R, a la surface des cellules blastiques, a été étudiée dans
d'autres modeles. Chez la souris, les cellules d'une lignée constituée de
progéniteurs granulocytes et macrophages expriment seulement 1'IL-2Ro mais
aucun effet biologique de 1'IL-2, méme 2 forte dose, n'est décelable(332),
Contrairement a ce qui est observé en ce qui concerne la chaine béta, 1'IL-3
augmente l'expression de I'lL-2Ra sur cette lignée. Chez 1'homme, les cellules
blastiques de patients ayant une leucémie myéloide chronique(?56:317), ou une
leucémie myéloide aigué®33) sont capables d'exprimer la chaine alpha de 1TL-2R
et cette expression est parfois en étroite relation avec 1TL-2Ra soluble17,
L'TL-2 induit méme, dans certains cas la prolifération des cellules blastiques34),
De plus, dans le cas d'un patient ayant une leucémie a éosinophiles, les cellules

blastiques comprenant des formes immatures d'éosinophiles ainsi qu'une lignée
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eosinophile établie (EoL1) expriment de fort taux d'IL-2Ra. Enfin, le traitement
par 1'IL-2 entraine une trés forte augmentation de cellules précurseurs
hématopoiétiques (CFU-GEMM, BFU-E et CFU-GM) dans la circulation
sanguine(3%), La quasi absence d'effet de I'IL-2 sur les cellules leucémiques
éxprimant I'TL-2R peut s'expliquer par le fait que leur développement est bloqué
a un stade de différenciation donné, mais l'augmentation de précurseurs
hématopoietiques circulants apres l'injection d'IL-2 renforce l'idée de
l'implication de cette cytokine dans la régulation des premicres étapes de

1'hématopoiese.

Pour comprendre les événements cellulaires induits par IL-2, nous avons
ensuite analysé 1'expression d'un certain nombre de médiateurs, connus pour leur
activité sur 1'hématopoiese, au niveau protéique et au niveau transcriptionnel.
Nous avons recherché la présence d'ARN messager codant pour 1'IL-5, le
GM-CSF et I'IL-3. 11 apparait en effet qu'un certain nombre de cellules expriment
ces cytokines en réponse a 1'lIL.-2. La production d'TL-5 par les lymphocytes T de
patients stimulés par 1'IL-2 in vitro(189) mais aussi in vivo(188.336) ainsi que
I'expression de GM-CSF336), notamment par les cellules NK337) aprés stimulation
par I'IL-2, ont été observées par différentes équipes. De plus 1'éosinophile
lui-méme est capable d'exprimer ces médiateurs(159-161), Les populations
cellulaires de sang de cordon utilisée dans nos expériences étant hétérogénes, nous
ne pouvions pas exclure la possibilité de l'expression de ces cytokines en réponse
a I'TL-2. Les expériences montrent que les ARN messagers de 1'IL-5, du GM-CSF

et de 1'IL-3 ne sont pas détectables quelque soit la condition. L'effet stimulateur
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de I'IL-2 sur la différenciation ne semble pas étre modulé par la production de
ces trois cytokines.

D'autres travaux ont également mis en évidence l'implication d'autres
cytokines dans la régulation des étapes précoces de I'hématopoiese. Ainsi, ITL-1f3
et 1'TL-6 sont reconnues pour leurs activités potentielles de la réponse des cellules

jeunes a I'IL-3(3%42), Le TNFa posséde un double effet sur I'hématopoitse, il

augmente ou diminue les effets de 1'IL-3 sur la culture de cellules jeunes(9-50),
selon les conditions expérimentales. Nos expériences montrent qu'il n'y a pas de
production d'TL-1f au cours de la culture. Par contre des taux assez importants
d'IL-6 et de TNFa sont détectés dans les surnageants. Le TNFa est également
détecté au niveau transcriptionnel. Dans la condition Témoin, les taux les plus
élevés sont observés a la premiére semaine de culture, ils décroissent ensuite
progressivement. La stimulation par 1'IL-2 pendant les six premiers jours
n'entraine pas de variation importante de ces taux, mais si I'lL-2 est maintenue
dans la culture, les taux d'IL-6 décroissent rapidement alors que les taux de TNF
ne cessent d'augmenter. Le TNFa, a long terme, bloque la différenciation des
cellules jeunes, induite par I'IL-3, vers la lignée granulocytaire(SO). Cette
augmentation du TNF combiné a la diminution de I'expression d'IL-6, pourrait
étre responsable de l'inhibition de la différenciation observée.

L'intervention d'autres mécanismes semble étre requise pour expliquer
l'augmentation de la différenciation induite par la stimulation par I'IL-2 d'une
semaine. Le TNFa pourrait étre impliqué également dans ces mécanismes. Il a en

effet été mis en évidence que le TNF augmente 1'expression des récepteurs pour

ITL-3 et pour le GM-CSF sur des cellules leucémiques®D. L'IL-2 pourrait avoir
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un réle similaire. I1 est effectivement possible que cette cytokine augmente

l'expression des récepteurs pour 1'IL-3, le GM-CSF et I'IL-5, comme elle induit

l'expression de son propre récepteur(?3¥). Le clonage récent de ces récepteurs
indiquent qu'ils sont constitués de deux chaines polypeptidiques dont une seule,
spécifique, fixe le ligand avec une faible affinité, la deuxieme chaine étant
commune aux trois récepteurs(!01-104) On ne connait pas encore la cinétique
d'expression de ces protéines, mais 1'1L-2 pourrait stimuler I'expression de 1'une
ou l'autre de ces quatre protéines a la surface des cellules blastiques. La
disponibilité de sondes immunologiques ou nucléotidiques de ces récepteurs et

notamment du récepteur pour 1'IL-5, permettra de répondre a cette interrogation.

Nous avons dans le méme temps analysé l'expression de la péroxydase de
I'éosinophile (EPO) qui est spécifique de cette cellule. Une récente étude a montré
que I'ARN messager de 1'EPO, qui apparait au stade promyélocyte €tait abondant
dans les cellules jeunes et que son taux diminuait au cours de la différenciation
pour devenir 2 peine détectable a la fin de la culture(33®), Nous obtenons le méme
profil d'expression dans nos expériences. La stimulation par I'TL-2 a différentes
périodes de la culture apporte des informations nouvelles sur l'effet de cette
cytokine au cours de la différenciation. La stimulation par I'IL-2, pendant la
premiere semaine, entraine une trés forte augmentation du taux de I'ARNm de
I'EPO a la deuxi¢me et la troisi¢me semaine. Cette induction est en relation avec
le nombre de cellules EPO positives. Cependant, alors que la stimulation par
I'TL-2 pendant la troisi¢tme période de culture ne modifie pas le niveau de la

différenciation, 1'expression de I'ARN messager codant pour I'EPO est induite
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trés clairement dans les cellules en la fin de la culture. Cette observation est
importante car elle tend a montrer que 1'TL-2 agit également sur les précurseurs
éosinophiliques et qu'elle pourrait de ce fait participer a I'augmentation de
l'activation cellulaire des éosinophiles, observés chez les patients traités par
I'IL-2. D'autres parametres biologiques pourraient étre modifiés par 1'1L-2,
comme l'altération de la densité cellulaire. Cette sensibilité des précurseurs
éosinophiliques a I'IL-2 renforce 1'hypothése de l'expression de I'IL-2R i la

surface des précurseurs éosinophiles.

L'ensemble de ce travail apporte des éléments nouveaux quant a la
compréhension des mécanismes impliqués dans la différenciation cellulaire. La
croissance cellulaire n'a pas été abordée dans ce travail du fait de la grande
variabilit¢é dans la réponse vis a vis de 1'IL-2, due vraisemblablement a
I'hétérogénéité des populations cellulaires des sang de cordon. L'IL-2 semble agir
sur deux populations cellulaires de fagon différente.

La premiére est représentée par les cellules blastiques et la seconde par les
précurseurs €osinophiliques. La description d'une part, de l'expression de 1TL-2R
a la surface des blastes dans nos expériences et dans la littérature et d'autre part,
de l'augmentation dans la circulation générale de cellules jeunes aprés traitement
par I'IL-2, est en faveur de l'effet direct de I'IL-2 sur la prolifération et
l'activation de ces cellules. Cette activation pourrait se concrétiser par
l'augmentation de l'expression 2 la fois de récepteurs spécifiques et de médiateurs
hématopoictiques conduisant a une induction ou a une inhibition de la
différenciation vers la lignée éosinophile, en présence d'IL-3, de GM-CSF et

d'IL-5, suivant le temps de stimulation par I'TL-2.
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Par ailleurs, la condition ou les cellules de sang de cordon sont stimulées par
I'TL-2 pendant une semaine, se rapproche des conditions in vivo des traitements
de certains cancers par I'IL-2. En effet dans ce type de pathologie, les patients
recoivent de forte doses d'IL-2 pendant des périodes de 4 4 5 jours(339),
1'éosinophilie apparaissant généralement tout de suite apreés. Cette situation est
retrouvée plus clairement dans le modéle animalG29, En effet, l'injection d'TL-2
pendant 5 jours a des chats, entraine spécifiquement une éosinophilie qui apparait
dés la premiere semaine du traitement, et dont le pic est situé a la troisi¢me
semaine. L'éosinophilie décline ensuite progressivement pour atteindre une valeur
presque normale a la quatriéme semaine. De maniere intéressante, au troisi¢me
jour du traitement, 1'éosinophilie est inférieure a 1'éosinophilie mesurée une
semaine avant le début des injections. Par contre, les auteurs n'ont pas observé de
changement notable du nombre absolu de neutrophiles et de lymphocytes, tout au
long de 1'étude. Il apparait donc que 1'IL-2 est capable d'induire spécifiquement
des mécanismes conduisant a stimuler 'éosinopoi¢se. Dans ce contexte, on peut
envisager le schéma de régulation suivant: (i) L'IL-2 induirait la prolifération des
cellules jeunes indifférenciées en augmentant leur sensibilité a 1TL-5. (ii) dans le
méme temps, I'I[L-2 stimulerait les cellules lymphocytaires périphériques ou
tissulaires a produire de I'IL-S. L'TL-5 ainsi produite, induirait la différenciation
cellulaire des cellules sensibilisées en €osinophiles. (iii) pour maintenir une
inhibition de la différenciation tant que 1'TL-2 est présente, l'implication d'autres
facteurs, comme le TNFo. semble est requise.

La deuxiéme cible cellulaire dans notre modele, serait représentée par les

précurseurs €éosinophiles. La démonstration de l'expression d'un récepteur pour
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I'TL-2 sur I'éosinophile méture laissait effectivement supposer un réle de 11L-2
sur les stades indifférenciés de 1'€osinopoiése. La stimulation par I'IL-2 de
I'expression de I' ARN messager de la péroxydase dans les cellules différenciées en
fin de culture est un élément de réponse. D'autres propriétés de 1'éosinophile sont
peut étre affectées, comme la densité cellulaire ou les fonctions cytotoxiques. Il
faut cependant rappeler que les éosinophiles obtenus par différenciation de
cellules de sang de cordon, sont différents des €osinophiles circulants par leur
densité mais aussi par un certain nombre de propriétés biologiques340.341), Cette
différence est attribuée a l'absence de cellules du stroma médullaire dans les
modele in vitro. La moelle osseuse contient en effet de nombreux composants
cellulaires en dehors des cellules hématopoietiques: des fibroblastes, des cellules

adipeuses, des cellules endothéliales, des macrophages, ...

Enfin, on ne peut cependant pas exclure une intervention des cellules
contaminantes dans nos expériences. Méme si l'expression de marqueurs
spécifiques des lignées cellulaires est faible, on distingue morphologiquement des
cellules d'origine lymphocytaires et monocytaires. Il existe vraisemblablement au
moins au début de la culture, et malgré 1'étape de purification une contamination
cellulaire T. Pour pallier ce probléme nous envisageons d'utiliser comme modéle
dans les expériences futures, les cellules exprimant 'antigéne CD34, c'est a dire

les cellules pluripotentes, purifiées a partir des cellules de sang de cordon.

IV- Infection rétrovirale dans le syndrome hyperéosinophilique

Plusieurs arguments biologiques nous ont permis de formuler I'hypothése
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qu'une infection rétrovirale pouvait &tre incriminée dans la pathogénie de
certaines formes d'HES:

- le développement de lymphomes T a différents stades de
'eosinophilie(7-16:342) évoque l'existence de mécanismes de transformation
cellulaire affectant un clone lymphocytaire T. L'existence de clones cellulaires T,
sécrétant des facteurs de différenciation de la lignée éosinophilie, a déja été mise
en évidence dans un cas de syndrome hyperéosinophilique343.

- les taux remarquablement élevés d'IL-2Ra soluble chez les patients ayant
un HES malin ou une éosinophilie associée & un lymphome T rappellent ceux
observés dans les ATL (leucémies T aigués de 1'adulte), pathologies induite par

HTLV-I. La protéine tax virale est responsable de la dérégulation de la chaine

alpha du récepteur pour I'IL-2R dans les cellules infectées(240.285),

- chez les patients ayant un HES malin ou un HES associé 4 un lymphome T,
résistant aux traitements conventionnels, le traitement i base d'interféron alpha
entraine une réduction de I'éosinophilie mais aussi une diminution des taux
d'IL-2Ra soluble. La sensibilité a I'interféron alpha, connu pour ses propriétés
anti-prolifératives mais aussi anti-virales, est un argument supplémentaire. Dans

le cas des cellules infectées par HTLV-I, 1'TFNa inhibe la production et la

transmission virale, I'expression de la glycoprotéine d'enveloppe est affectée344).

Nous avons donc recherché l'existence d'une infection rétrovirale a
potentialité transformante dans les formes les plus sévéres d'HES. Nous avons
choisi d'orienter nos recherches vers le retrovirus HTLV-I.

En utilisant des amorces spécifiques, les premiéres expériences
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d'amplification génique ont permis de révéler l'existence de séquences
rétrovirales gag et tax dHTLV-I dans le génome de cellules mononucléées de
quatre patients présentant un HES associé a un lymphome T. Ces résultats
encourageants ne permettaient cependant pas d'autres investigations afin de
définir de fagon plus précise la nature exacte de l'entité virale détectée.

Pour cette raison, nous avons utilisé une autre approche qui avait l'avantage
de fournir le matériel biologique indispensable a 1'analyse des propriétés de
l'agent viral. Des cultures cellulaires a long terme ont alors été entreprises dans
des conditions optimales afin d'obtenir une transformation cellulaire et
'établissement d'une lignée immortalisée. Les cellules mononucléées de sept
patients ont été mises en culture. Par amplification génique nous avons pu mettre
en évidence l'existence des séquences spécifiques de la région tax dans le génome
de cellules en culture pour deux patients, par contre aucun signal n'a été observé
avec les amorces spécifiques des régions gag et pol dHTLV-I. Une lignée
cellulaire n'a pu étre établie que dans un seul cas. Ces résultats montrent que
méme dans des conditions optimales de culture la fréquence de séquences
rétrovirales dans le génome cellulaire est faible. L'hypothése de virus défectif
pour certaines parties du génome permettrait d'expliquer ce phénomene, seuls les
génes codant pour les protéines de régulation ne seraient pas modifiés. Le virus
défectif aurait alors perdu la capacité de réplication, mais garderait son potentiel
d'activation de certaines fonctions cellulaires. Cette hypothése n'a pu étre testée.

La lignée cellulaire a été établie a partir des cellules du patient Do
cocultivées avec les cellules de sang de cordon ombilical. Ce patient présentait
depuis 1984, un syndrome hyperéosinophilique associé a des 1ésions cutanées mais

ce n'est qu'en 1990 que le diagnostic d'un lymphome a pu étre établi. Sa sérologie
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HTLV-I, contrélée par un test ELISA et par la technique de Western Blot, est
négative. Au moment du prélévement sanguin, son éosinophilie et son taux
d'TL-2Ra. soluble atteignaient respectivement 16.109 éosinophiles/L et 3440 U/ml.
Sous traitement par l'interféron alpha, ces deux parameétres ont chuté
parallelement.

Les cellules de la lignée expriment les antigenes CD4 et CD25 (IL-2Ra).
L'analyse en microscopie montre que les cellules produisent des particules virales
de type C, c'est a dire avec la nucléocapside centrale comme dans le cas
d'HTLV-1. Nous avons défini 1'agent viral impliqué dans l'infection de la lignée
Do comme étant un retrovirus du type HTLV-IL. En effet, les protéines p19 et p24
d'HTLV-I sont détectées dans les cellules infectées. De plus quatre séquences
spécifiques d HTLV-I dans les génes gag, pol et tax ont été mises en évidence dans
le génome cellulaire. Enfin la carte de restriction virale établie donne un profil
identique a celle dHTLV-L

On ne peut cependant pas exclure la possibilité qu'il s'agisse d'un variant
viral A'HTLV-1. En effet, le patient Do ne présente pas les caractéristiques
cliniques d'une leucémie T de l'adulte (ATL) ou d'une paraparésie spastique
tropicale (PST), pathologies classiquement associées a l'infection par HTLV-IL.
Pour répondre a ce probléme, le séquengage du provirus est en cours. Plusieurs
€tudes ont tenté de relier les deux pathologies (ATL et PST) a une éventuelle
variation génétique d'HTLV-1. Pour le moment seules quelques variations ont été

mise en évidence mais sont plus en relation avec 1'origine géographique qu'avec la

pathologie(#1:345), Cependant un virus apparenté au HTLV-I, délété dans toute la

région pol et une partie de gag et de env, a été identifié dans un cas particulier de
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lymphome T cutané (Mycosis fungoide)(346), La détection de séquences virales
délétées dans I'ADN de cellules des 1ésions cutanées de cinq autres patients
séronégatifs suggerent qu'un tel virus pourrait étre impliqué dans l'étiologie de

certaines formes de mycosis fungoide.

Les relations entre l'infection par HTLV-I et le développement d'une

éosinophilie restent cependant a définir. Parmi cinq études, publiées ces demiéres

années(271-273.347,348) présentant les données cliniques de 44 patients ayant une

ATL, trois cas sont décrits comme ayant une éosinophilie atteignant

respectivement 12%, 35% et 45%(273:348), Une autre étude décrit la présence d'une
éosinophilie persistante (40%) chez un patient coinfecté par les rétrovirus HIV-1
et HTLV-IIG49), Enfin, une étude réalisée sur 14 chats infectés par une souche
particuliere du FeL'V (Feline Leukemia Virus) apporte également des arguments
en faveur d'une relation entre l'infection rétrovirale et le développement d'une
éosinophilie(359), En effet, dans ce travail, deux chats développent une
hyperéosinophilie (47% et 56% d'éosinophiles) avec la présence de formes jeunes
d'éosinophiles dans le sang. Les biopsies médullaires réveélent une trés nette
hyperplasie des précurseurs éosinophiles. Une virémie et la présence d'antigéne
viral & la surface des cellules mononucléées ont pu étre détectées mais aucun
processus tumoral n'a été observé.

Les mécanismes moléculaires d'une telle association ne sont pas actuellement

connus. Les cellules infectées par HTLV-I sont capable de produire un large

spectre de cytokines dont 1'IL-5(2%0) et le GM-CSF. Seul le GM-CSF est produit de

facon constitutive par transactivation du promoteur du geéne par la protéine virale
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tax(288), Aucune étude n'a rapporté jusqu'a présent la synthése d'IL-3 par les
cellules infectées. L'activation du GM-CSF dans l'infection par HTLV-I n'est pas‘

a elle seule suffisante pour entrainer une hyperéosinophilie.

En dehors de la mise en évidence de l'existence d'un variant viral
d'HTLV-I, trois hypotheses peuvent étre raisonnablement formuler afin de
comprendre les mécanismes impliqués dans l'induction de 1'éosinopoitse par ce
rétrovirus:

- L'implication de nouveaux facteurs cellulaires, induits par le virus,
agissant sur 1'éosinopoiese est suspectée. En effet, une récente étude a mis en
évidence un facteur synthétisé par une lignée cellulaire infectée par HTLV-I qui
est capable d'induire la différenciation de la lignée éosinophilie EoL1 et une
différenciation des cellules souches en éosinophiles31), Ce facteur semble
différent des cytokines connues a ce jour, notamment différent de 1TL-3, de
I'IL-5 et du GM-CSF. On ne sait pas encore si ce facteur est suffisant, a lui seul,
pour supporter la différenciation ou s'il agit en synergie avec d'autres facteurs.
Par ailleurs, dans un cas de leucémie lymphoide chronique T avec anémie, un
facteur, non encore identifié, libéré par les cellules infectées est responsable de
l'atteinte de la lignée érythroide(352), L'infection par HTLV-I ouvre la voie 2 la
mise en évidence de nouveaux facteurs de régulation de la différenciation
cellulaire.

- La description de l'existence d'une clonalité dans 'HES suggere 'existence
de clones cellulaires T sensibilisés pour la production de facteurs

éosinopoiétiques333), 1l est raisonnable d'envisager que l'infection par HTLV-1 de
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tels clones soit responsable de l'initiation d'une éosinophilie.

- Enfin, cette association pourrait reposer sur des bases génomiques. Il est
connu d'une part, que l'intégration du virus dans le génome cellulaire n'obéit pas
a un mécanisme précis?80 et d'autre part, que la protéine tax régule négativement
l'expression de la P-polymérase, enzyme impliquée dans la réparation de
I'ADN@84)  Ces deux phénoménes pourraient soit séparément, soit ensemble
altérer 1'organisation génomique du chromosome 5, sur lequel les génes codant
pour 1'TL-3, le GM-CSF, I'IL-5 et I'TL-4 sont organisés en "cluster”. L'altération
d'un ou plusieurs de ces genes, par cassure chromosomique ou par intégration
virale, conduisant a une expression exagérée de telle ou telle protéine, serait
responsable de 1'éosinophilie.

Ces hypothéses doivent cependant étre prises avec quelques précautions
puisque les résultats que 1'on peut obtenir avec une lignée cellulaire établie a
partir de cellules de sang de cordon ne sont pas automatiquement transposables
aux résultats que 1'on peut attendre avec une lignée établie a partir des propres
cellules du patient. L'intégration virale s'effectuant de fagon aléatoire, les
mécanismes induis par le virus ne sont de ce fait pas forcément identiques.
L'optimisation des cultures cellulaires permettra d'obtenir une transformation des
cellules de patients et ainsi des lignées cellulaires "directes". Nous pourrons mieux

alors étudier les relations HTLV-HES.
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CONCLUSION
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Au cours de ce travail nous avons tenté d'apporter notre contribution a la
caractérisation des bases cellulaires et moléculaires du développement de
I'éosinophile dans le cadre des syndromes hyperéosinophiliques idiopathiques.
Dans ce contexte, les relations entre les lymphocytes T et les éosinophiles ont été

étudiées par le biais de l'interleukine 2 et de son récepteur.

Dans un premier temps, nous avons montré que le dosage de la chaine
alpha de ITL-2R soluble dans le sérum des patients présentant un HES était une
méthode sensible et reproductible permettant d'apprécier 1'état d'évolution de la
maladie. Les taux d'IL-2R soluble semblent corrélés aux taux d'éosinophiles
hypodenses circulants, témoins du risque d'atteintes viscérales.

Parallélement, nous rapportons une alternative thérapeutique a base
d'interféron alpha dans les formes séveres d'HES ne répondant pas aux
traitements conventionnels. Les bases cellulaires et moléculaires de 1'action de
l'interféron restent cependant a définir. De maniére intéressante, 1'évolution de ce
traitement peut €tre suivi par le dosage d'TL-2R soluble sérique dont les taux
chutent en fonction de 'amélioration de la situation clinique. De plus, cette
diminution des taux d'IL-2R soluble est contemporaine 2 la diminution de
l'éosinophilie sanguine.

En plus de son caracteére pronostique, le dosage de 1TL-2R dans le sérum
des patients atteint d'HES apparait ainsi comme un bon marqueur biologique, trés

utile dans le suivi thérapeutique.
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Dans une seconde approche nous avons étudié le réle de 1'IL-2 sur la
genese des éosinophiles aprés avoir montré que les éosinophiles matures
exprimaient la chaine alpha de I'lL-2R. Il semble, dans ce cadre, que 1'IL-2 soit
un médiateur essentiel et spécifique de la régulation des étapes précoces de
I'éosinopoiese. Cette cytokine peut en effet, se comporter a la fois en inhibiteur
ou en activateur de la régulation de 1'€osinopoiése. Méme si aucun travail n'a
relaté a l'heure actuelle la présence d'IL-2 dans les sérums de patients atteints
d'HES, il est possible d'envisager une dérégulation de 'expression du géne de ce
médiateur soit au niveau périphérique, soit au niveau tissulaire. La sensibilité des
lymphocytes de patients hyperéosinophiliques a produire de 1IL-5 apreés
stimulation par 1'IL-2 fait en effet, suspecter une production d'IL-2 in vivo chez
les patients atteints d'HES. L'TL-2 agirait ainsi a plusieurs niveaux:

- au niveau des cellules jeunes indifférenciées en augmentant leur sensibilité
a I'IL-5, en induisant, par exemple, l'expression de son récepteur.

- au niveau des cellules lymphocytaires et peut étre méme au niveau des
€osinophiles en induisant la production d'IL-5.

- au niveau des précurseurs éosinophiles, en les activant, notamment par
I'induction de l'expression du géne de la péroxydase.

- au niveau, enfin, des éosinophiles matures. L'IL-2 pourrait intervenir, par
son action chimioattractive, au recrutement des éosinophiles de la moelle dans la
circulation sanguine.

L'ensemble de ces actions résulterait en une production accrue
d'éosinophiles hypodenses dans la circulation sanguine. La stimulation de
l'expression d'autres facteurs comme par exemple 1'IL-6, le TNFa et I'ADF

jouerait un r6le de modulateur dans ce schéma, en potentialisant ou en inhibant
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I'action de 1'TL-2.

L'expression de la chaine alpha du récepteur pour I'IL-2 a la surface des
cellules mononucléées, des éosinophiles, des cellules hématopoigtiques et peut-Etre
des précurseurs €osinophiles serait le t¢émoin d'une telle activation et conduirait a
l'augmentation significative des taux d'IL-2R soluble dans les sérums des patients

hyperéosinophiliques.

Enfin, dans un troisiéme temps, nous avons identifi€é un agent viral
potentiellement responsable de 1'éosinophilie dans les formes d'HES associées a un
syndrome néoplasique. Il s'agit du rétrovirus HTLV-I, dont les propriétés
transformantes sont bien connues. Les relations entre une telle infection et le
développement d'une éosinophilie sont encore a définir. Dans ce contexte, il est
envisagé de tester les surnageants de la lignée Do dans le modele de
différenciation des cellules de sang de cordon ombilical en éosinophiles afin de
mettre en évidence I'expression d'un ou plusieurs facteurs connus ou non encore
identifiés. Mais il est possible également d'imaginer dans ce modéle qu'une
syntheése a la fois d'TL-2 et d'IL-5 soit responsable de l'initiation de I'éosinophilie.

Cette derniere hypothése reste a vérifier.

Méme si d'autres investigations seront nécessaires pour confirmer les
résultats obtenus, 1'ensemble de ce travail avait pour but d'apporter une meilleure
compréhension des interactions lymphocytes/€osinophiles dans les syndromes
hyperéosinophiliques idiopathiques. I1 est clair que la présence d'IL-5 est
nécessaire au développement d'une éosinophilie. Mais 1TL-2 semble étre aussi un

élément important dans la régulation complexe de 1'éosinopoitse et de l'activation
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des éosinophiles, son réle dans la pathologie de I'HES n'est plus & négliger. De
plus, la mise en évidence d'un rétrovirus dans 1'HES, permet de définir un
nouveau groupe de syndrome hyperéosinophilique et peut étre méme d'identifier
un variant particulier d'HTLV-1. Enfin, de par son effet inhibiteur sur la
production d'éosinophiles sanguins, l'interféron alpha constitue un bon traitement
alternatif de I'HES. Une étude prospective sera nécessaire pour définir les critéres

d'évaluation et d'application d'une telle approche thérapeutique.
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1- Purification et culture cellulaires

1-1 Les éosinophiles

La technique utilisée pour la purification des €osinophiles sanguins est
dérivée de celle précédemment décrite par Vadas®??. Un volume de sang veineux
(60 ml) prélevé en présence de 0,2 ml de calciparine est dilué avec quatre
volumes de dextran T500 a 4,5% dans de 1'eau physiologique. La solution ainsi
obtenue est laissée a température ambiante pendant 30 2 60 mn afin de permettre
aux hématies de sédimenter. Le plasma contenant la majorité des leucocytes est
récupéré puis centrifugé. Ces cellules subissent par la suite un choc hypotonique
de fagon a lyser les hématies contaminantes, par addition d'un volume de NaCl &
0,2% pendant 20 secondes, 1'osmolarité est ensuite rétablie en ajoutant un méme
volume de NaCl a 1,6%. Apres centrifugation les cellules sont lavées et ajustées a
une concentration de 50.10%/ml, en gel de Tyrode. Le gel de Tyrode est une
solution tamponnée saline contenant notamment du dextrose, de la gélatine et de la
DNase (Déoyribonucléase). La suspension cellulaire est ensuite déposée sur un
gradients de densité discontinu de métrizamide & raison de 2 ml par gradients
(Figure 33). Les tubes sont alors centrifugés 4 1200g pendant 45 mn a 15°C. Les
suspensions cellulaires situées aux niveaux des différentes couches sont récupérées
puis lavées en milieu tamponné HBSS. La morphologie et la nature des cellules
sont appréciées a l'aide d'une coloration Giemsa aprés cytocentrifugation des
cellules sur lames. La viabilité cellulaire déterminée par l'exclusion du bleu
Trypan est supérieure 2 85%. La distribution cellulaire varie en fonction des

patients.
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Suspension cellulaire

| «—— Couchel
d=1,105
2 4—— Couchell EOSINOPHILES
d=1.115 HYPODENSES
7 4—— Couche III
d=1,125
el 4—— Couche IV
d=1,130 EOSINOPHILES
s ¢—— Couche V _ NORMODENSES
d=1,135
2 4—— Couche VI
d=1,140

Figure 33: Gradients discontinus de métrizamide de 25% & 18% en gel de Tyrode. La valeur des
densités des solutions de métrizamide est indiquée sur la gauche du schéma, le numéro de la
couche cellulaire correspondante est indiquée a gauche. Les éosinophiles hypodenses sont
recueillis au niveau des couches I, Il et IT1, les éosinophiles normodenses au niveau des couches V
et VI. Les €osinophiles situés au niveau de la couche IV sont de densité intermédiare.
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Les éosinophiles peuvent se répartir dans toutes les couches, les monocytes et les
lymphocytes se retrouvent le plus souvent dans les couches I et II, alors que les
neutrophiles sont plus généralement situés au niveau des couches II, III et IV

(Figure 34).

1-2 Les cellules mononucléées

Le sang veineux prélevé sur 0,2 ml de calciparine est dilué avec un volume
égal de tampon HBSS puis centrifugé a 400 g pendant 30 mn a 15 °C sur un
coussin de Ficoll-Paque de densité 1,077. Les cellules mononucléées recueillies a
l'interface plasma-Ficoll sont lavées 3 fois en HBSS puis comptées. La
morphologie et la nature des cellules sont appréciées a 1'aide d'une coloration

Giemsa apres cytocentrifugation des cellules sur lames.

1-21 Culture en présence d’IL-2

Les cellules purifiées sont cultivées en présence ou en absence de 100 U/ml
d'TL-2 3 raison de 2.106/ml de milieu de culture (RPMI 1640; glutamine 2 mM;
B-mercaptoéthanol 5.10-5 M; pyruvate de sodium 1 mM; antibiotiques
(Pénicilline, Streptomycine) et 10% de sérum de veau foetal décomplémenté

(SVFd) par chauffage 4 56°C pendant 30 mn). Apreés 20 heures de culture a 37°C
en présence de 5% de CO,, les cellules sont centrifugées. Le surnageant est

recueilli, puis aliquoté et congelé a -20°C, le culot cellulaire est utilisé pour la

préparation d'ARN.



Figure 34A: Eosinophiles, issus de lacouche IV, apres purification sur gradient de métrizamide. Les
cellules sont colorées au RAL (coloration Giemsa) et observées a 1'objectif x100 en immersion. La
photographie représente quatres éosinophiles distincts, ayant un noyau bi-lobé et beaucoup de gra-
nulations.

Figure 34B: Cellules, issues de la couche I, aprés purification sur gradient de métrizamide. Les
cellules sont colorées au RAL (coloration Giemsa) et observées a 1'objectif x100 en immersion. La
photographie représente une cellule lymphocytaire, une cellule monocytaire et cinq €osinophiles
polylobés et 1égerement dégranulés.
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1-22 Culture virologique

Les cellules sont activées pendant 3 jours en présence de
phytohémagglutinine (PHA) a une dilution finale de 1/2000 dans un milieu de
culture contenant 10% de lymphocult T-LF, 1 Ul/ml de sérum anti interféron
alpha humain et 10% de SVFd. Le lymphocult T-LF est un milieu conditionné a
partir de surnageant de lymphocytes stimulés par la PHA, il contient en
particulier de I'IL-2. Au troisi¢tme jour les cultures des cellules de patients sont
divisées en deux. Une partie des cellules est cultivée avec le milieu de culture
précédemment décrit sans mitogéne 2 raison de 1.106 cellules/ml. L'autre partie
est irradiée par une dose de 5000 rads pendant 10 mn puis cocultivée avec les
cellules de sang de cordon dans le méme milieu a raison de 1.106 cellules/ml pour
un rapport cellules de patients/cellules de sang de cordon de 1/4. Deux fois par
semaine le milieu de culture est remplacé et la concentration cellulaire maintenue
a 1.106 cellules/ml. Au bout de trois semaines, les cellules ont été testées en
immunofluorescence et en PCR. Apres un mois, les cellules du patient Do ont été

clonées par dilution limite afin d'obtenir une lignée cellulaire.

1-3 Les cellules de sang de cordon ombilical

Les cellules mononucléées de sang de cordon obtenues aprés centrifugation
sur coussin de Ficoll-Paque sont déplétées en cellules adhérentes par incubation
d'une nuit a 37°C. Les cellules non adhérentes ainsi obtenues subissent ensuite une

étape supplémentaire de purification afin d'éliminer les lymphocytes T. Cette

étape fait intervenir la technique des rosettes E décrite par Kaplan(334). Des

hématies de mouton sont lavées quatre fois en eau physiologique. Un volume de
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culot globulaire est ensuite incubé avec 4 volumes d'AET (Aminoéthyl
isothio-uronium bromide) a 4%, pH 9 pendant 15 mn a 37°C. Apres six lavages
en eau physiologique, les hématies sont resuspendues a 2% avec du milieu RPMI
1640 contenant 10% de SVFd. Le contact entre les hématies et les cellules du sang
de cordon est réalisé pendant 10 mn a 37°C a raison d'un volume d'hématies a 2%
pour un volume de cellules mononucléées ajustées A une concentration de 4.109
cellules/ml. La suspension cellulaire est ensuite soumise a une centrifugation
douce (50 g, 7 mn) puis est maintenue une heure 2 4°C afin de stabiliser la
formation des rosettes. Une nouvelle purification sur Ficoll-Paque est alors
réalisée et I'anneau cellulaire a l'interface entre le ficoll et le milieu est récupéré.
Les hématies contaminantes sont lysées par choc osmotique et les cellules lavées
plusieurs fois.

Les cellules ainsi purifiées sont mises en culture 2 raison de 1.106
cellules/ml dans un milieu complet (RPMI 1640, 2 mM glutamine,
B-mercaptoéthanol 5.10-3 M; antibiotiques (Pénicilline, Streptomycine) et 10%
SVFd) contenant 2.10-10M d'IL-3 recombinante humaine, 2.10-10M de GM-CSF
recombinant humain et de 1 U/ml d'IL-5 recombinante humaine. Dans certaines
expériences 1TL-2 est ajoutée a la concentration finale de 10 U/ml, de 50 U/ml ou
de 100 U/ml. La différenciation est suivie en utilisant une coloration spécifique
basée sur la résistance de l'activité enzymatique de la péroxydase de 1'éosinophile
en présence de cyanure359). Environ 1.10° cellules sont cytocentrifugéés sur
lames, puis fixées pendant 30 secondes par un mélange d'acétone et de
formaldéhyde dans une solution de phosphate de sodium et de potassium. Les

lames sont ensuite incubées pendant 10 mn dans un tampon phosphate contenant



Figure 35A: Cellules de sang de cordon cultivées en présence d'IL-3, de GM-CSF et d'IL-5 pendant
18 jours. Les cellules sont colorées au RAL (coloration Giemsa). La photographie représente des
précurseurs éosinophiles a différents stades de maturation, ainsi que quelques cellules blastiques et
quelques cellules contaminantes. Les lames ont été observées a 1'objectif x100 en immersion.

Figure35B: Cellules de sang de cordon cultivées en présence d'TL-3, de GM-CSF et d'IL-5 pendant
18 jours (idem figure 35A). Les cellules ont subies la coloration spécifique de la péroxydase de la
péroxydase de 1'éosinophile. Les précurseurs €osinophiles sont ainsi plus distiguables des autres
cellules. Les lames ont été observées a I'objectif x100 en immersion.
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du DAB (3'3' diaminobenzidine tétracloryde) et du NaCN en présence d'H,O,.

Le peroxyde d'oxygene est utilis€é comme substrat de la péroxydase libérant de
I'oxygene libre qui s'associe au DAB pour donner une coloration brune/orangée.
Le noyau cellulaire est ensuite coloré pendant une minute par une solution
d'hématoxyline de Harris. Entre chaque étape les lames sont rincées a 1'eau puis

séchées a l'air (Fig 35).

2- Analyse de I'ADN et de I'ARN
2-1 Northern Blot

L'ARN total des cellules est préparé en utilisant la méthode décrite par
Chirgwin359), Les cellules sont lysées par une solution de guanidium (Guanidium
thiocyanate 4,7 M; sarkosyl 1%; acétate de sodium 10 mM, pH 5; EDTA 5 mM,
pH 8; B-mercaptoéthanol 5%). 3,5 ml d'homogénat sont déposés sur un coussin de
1,2 ml d'une solution de chlorure de césium de densité 1,81 contenant 10 mM
d'acétate de sodium a pH 5 et S mM d'EDTA a pH 8. Les tubes sont ensuite
ultracentrifugés a 35000 tours/mn pendant 20 heures a 15°C. Le culot est
resuspendu dans un volume d'eau puis précipité avec deux volumes d'éthanol a
100% et 0,1 volume d'acétate de sodium 5 M, pH 5 pendant une nuit a -20°C.
L'ARN est ensuite centrifugé, puis lavé avec de 1'éthanol a 70%. Enfin, le culot
est séché puis dissout dans de 1'eau et ramené & une concentration de 2 ug dARN
par pl

L'ARN (5 pl soit 10 pg) est ensuite déposé sur un gel d'agarose a 1,2 % en
tampon MOPS et en présence de formaldéhyde(357). Le tampon MOPS est

constitué d'une solution contenant 20 mM d'acide 3-[N-morpholino]
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-propanesulfonique, 5 mM d'acétate de sodium et de 1 mM d'EDTA. La
formaldéhyde permet de dénaturer I'ARN afin d'éviter la formation de structure
secondaire. Aprés une électrophorese de 2 a 3 heures a 80 Volts, le gel d'agarose
est rincé deux fois par 200 ml de 10X SSPE (1X SSPE: 180 mM NaCl; 10 mM
phosphate de sodium pH 7,7; 0,1 mM EDTA). L'ARN est ensuite transféré sur
une membrane de nylon par flux passif de 10X SSPE pendant 1 nuit, puis fixé a la
membrane de fagon covalente par exposition de 3 mn aux ultra-violets. La

membrane de nylon est ensuite conservée a 4°C jusqu'a l'utilisation.

2-2 Southem Blot

L'ADN cellulaire est préparé de la fagon suivante: les cellules sont lysées
par un tampon contenant 0,5% de Nonidet P40 (NP40) pendant 10 mn a 4°C puis
centrifugées. Le culot est resuspendu dans une solution contenant 10 mM de Tris
pH 7,5; 10 mM de NaCl; 25 mM d'EDTA; 100 pg/ml de Protéinase K et 1% de
SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) puis incubé a 37°C pendant 2 heures. Aprés
extraction phénol/chloroforme, la solution d'ADN subit 1'action d'une RNase
(ribonucléase) pendant 30 mn a 37°C. Aprés une seconde extraction
phénol/chloroforme, I'ADN est précipité par 1'éthanol puis lavé et dosé. A ce
stade, I'ADN est conservé a 4°C. Il peut ensuite étre utilisé pour une amplification
génique ou une digestion enzymatique puis subir un Southern Blot.

Dans la technique du Southern blot, I'ADN est séparé sur gel d'agarose en
tampon TBE (Tris, Borate, EDTA) sous l'action d'un champ électrique. Aprés
électrophorese, le gel est plongé dans une solution contenant 1,5 mM NaCl et 1,5
M NaOH pendant 30 mn afin de dénaturer I'ADN. La neutralisation s'effectue

pendant 30 mn en présence de 1,5 M NaCl et 1 M Tris pH 7,5. L'ADN est ensuite
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transféré sur une membrane de nylon, comme dans le cas de 1'ARN par flux
passif d'une solution de 10X SSPE pendant une nuit. L'ADN est ensuite fixé de
facon covalente 4 la membrane par exposition pendant 3 mn aux ultra-violets. La

membrane de nylon est alors conservée a 4°C jusqu'a l'utilisation.

2-3 Amplification génique ou PCR

L'amplification s'effectue sur 1 ug d'’ADN dans un volume final de 100 pl
Le mélange réactionnel est composé de 200 uM de chaque déoxynucléotide; 1 uM

de chaque amorce (ou primer); 2,5 U de Taq polymérase dans un tampon
constitué de 10 mM de Tris-HCI pH 8; de 50 mM de KCI; de 1,5 mM MgCl, et de

0,01% de gélatine. Ce mélange est ensuite couvert par de l'huile minérale afin
d'éviter 1'évaporation. Les tubes subissent ensuite un chauffage a 95°C afin de
dénaturer I'ADN puis une succession de 40 cycles de température. Un cycle se
décompose de la fagon suivante: 2 mn & 55°C, permettant aux amorces de se fixer
sur les séquences d'’ADN complémentaires, puis 1 mn a 72°C, température
optimale de la polymérase et enfin 2 mn a 95°C afin de dénaturer les nouveaux
brins d'’ADN synthétisés. Le dernier cycle se termine par un passage de 7 mn a
72°C afin de permettre a la polymérase de terminer la synthése de tous les
fragments d'ADN amplifiés. La solution est ensuite analysée par Southern Blot
permettant de connaitre la taille des fragments amplifiés puis par hybridation,
permettant de déterminer la spécificité de ces fragments. Le tableau 9 représente
les caractéristiques des amorces et des sondes utilisées pour 'amplification et la

détection des régions gag, pol et tax dHTLV-L.
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Nom Séquence Nature Position = Fragment
amplifié
Gag ATCCTCCAAGGCCTGGAGGA amorce 5’ 1596-1616
TGACAAGCCCGCAACATAT amorce 3' 1781-1800
CTGCCAGAAGGCACGCCCAAAGACC sonde  1666-1691 203 pb
Pol A AACCCAGTATTCCCAGTTAA amorce 5' 2680-2699
AGAATGTCATCCATGTACTG amorce 3' 3052-3071
ACCCTTGGGGTAGTACTIT sonde  2947-2965 391 pb
Pol B TACAAAGGCATACTGATCCC amorce 5' 3365-3384
CAGGGTTTGGACTAGTCTA amorce 3' 3465-3483
TGACAGGGCCTGCCGCAGCTGCACT sonde  3426-3460 119 pb
Tax CTGGCCACCTGTCCAGAGCA amorce 5' 7432-7452
GGGTAAGGACCTTGAGGGTC amorce 3' 7552-7572
CACCTGGGACCCCCATCGATGGACGCG sonde  7458-7484 138 pb

Tableau 9: Séquences et positions* des oligonucléotides spécifiques des régions Gag, Pol et
Tax du génome d'HTLV-I, utilisés dans les expériences d'amplification génique.

* D'apres la séquence publiée par Seiki et collaborateur: Seiki, M., Hattori, S. and Yoshida,
M. (1982). Human adult T-cell leukemia virus: molecular cloning of the provirus DNA and the
unique terminal structure. Proc Natl Acad Sci USA: 79; 6899-6902.
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2-4 Marquage des sondes nucléotidiques et hybridation

2-41 Sondes oligonucléotidiques

L'enzyme utilisée pour le marquage de ce type de sonde est la
polynucléotide kinase du phage T4. Elle permet la fixation d'une molécule de
phosphate marquée au phosphore 32 du [y-32P]-ATP a l'extrémité 5' de la sonde

oligonucléotidique. La réaction s'effectue dans un tampon composé de 62,5 mM
de Tris-HCI pH 7,5; de 10 mM de MgCl, et de 5 mM de Dithiothreitol (DTT), en

présence de 15 pmoles de [y-32P]-ATP et de 15 pmoles de la sonde
oligonucléotidique et de 1 unité d'enzyme, le volume final étant de 20 ul. La

réaction a lieu pendant 30 mn a 37°C.

Hybridation avec une sonde de longueur égale ou supérieure a2 40 nucléotides:

Le tampon d'hybridation est composé de: 10% de sulfate de Dextran; 40%
de formamide, 0,1% SDS, 4X SSPE, 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 1X de solution de
Denhardt et 20 mg/ml d'ADN de sperme de hareng. La solution de Denhardt est
constituée de 0,02% d'albumine bovine, de 0,02% de Ficoll 400 et de 0,02% de
polyvinylpyrrolidon. Le filtre de nylon est préhybridé pendant 2 heures a 42°C,
puis hybridé en présence de la sonde marquée pendant 1 nuit a 42°C. Trois a
quatre lavages de 30 mn sont ensuite réalisés, le premier 4 température ambiante
en présence de 1X SSPE et 0,1% SDS, le second dans le méme milieu mais 2
42°C, enfin le troisieme et/ou le quatrime en présence de 0,1X SSPE et 0,1%
SDS a 60-65°C. Le filtre est ensuite 1égérement séché puis exposé entre deux

écrans intensificateurs a -70°C.
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Hybridation avec une sonde de longueur inférieure a 40 nucléotides:

Le tampon d'’hybridation est composé de: 0,2% SDS, 6X SSPE et 10X de
solution de Denhardt. La préhybridation a lieu pendant 5 mn & 65°C puis
I'hybridation est réalisée a 20°C pendant une heure. Les lavages en présence de
6X SSPE sont réalisés pendant 2 2 3 mn en augmentant progressivement la
température jusqu'a 50-55°C. Les filtres sont traités ensuite de la méme fagon que

précédemment.

2-42 Sondes d’ADN complémentaire

Ces sondes sont marquées a l'aide de réactifs commercialisés par
PHARMACIA (T7QuickPrime). Le protocole utilisé est celui recommandé par le
fabricant en utilisant comme source de phosphate marqué le [o-32P]-dCTP. La
préhybridation et I'hybridation des filtres sont réalisées 2 65°C dans un tampon
d’hybridation commercialisé par AMERSHAM (Rapid hybridization buffer) en
suivant le protocole recommandé par le fabricant. Aprés hybridation, les filtres

subissent le traitement décrit dans le paragraphe 2-41.

2-43 Sondes ARN

Le marquage des sondes ARN est également réalisé par utilisation de
réactifs commercialisés par STRATAGENE (RNA transcription kit). La
préhybridation a lieu & 60-65°C pendant 2 heures et I'hybridation pendant une
nuit également a 60-65°C. Le tampon est constitué de 50% formamide, 5X SSPE,
5X de solution de Denhardt, 0,1% SDS et 200 mg/ml d'ADN de sperme de
hareng. Trois a quatre lavages de 30 mn sont ensuite réalisés, le premier i

température ambiante en présence de 1X SSPE et 0,1% SDS, le second dans le
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méme milieu mais & 60-65°C, enfin le troisiéme et/ou le quatrieme en présence de
0,1X SSPE et 0,1% SDS 2 60-65°C. Le filtre est ensuite légérement séché puis

exposé entre deux écrans intensificateurs a -70°C.

3- Analyse protéique
3-1 Dosage des cytokines

Les dosage de I'IL-1, de I'IL-6, du TNF, de I'IL-3 et du GM-CSF ont été
réalisés a l'aide de trousses ELISA gracieusement forunies par la société
MEDGENIX. La trousse utilisée pour le dosage de la chaine alpha soluble du
récepteur pour 1TL-2 est commercialisée par la société AMERSHAM. Les

résultats sont exprimés en unité pour 100 millions de cellules.

3-2 Fixation covalente du ligand & son récepteur ou "Cross-linking"

Les cellules (10.10%) sont lavées trois fois en HBSS puis incubées avec 5 nM
d'IL-2 marquée a liode 125 (New England Nuclear; activité spécifique: 37,8
nCi/pg) pendant 2 heures a 4°C dans 1 ml de milieu RPMI 1640 contenant 10%
SVFd et un inhibiteur de protéase (Aprotinine). Dans les expériences d'inhibition,
les cellules sont préincubées a 4°C pendant 2 heures avec un excés d'IL-2 non
marquée (1 mM) ou avec un anticorps anti-IL-2Ra bloquant le site de fixation de
I'TL-2 (100 pg/ml). Aprés l'incubation, l'agent permettant la fixation covalente
(Disuccinimidyl subérate ou DSS) est additionné a la concentration finale de 2
mM. La réaction est stoppée apres 15 mn avec 100 pl de glycine 100 mM puis les

cellules sont centrifugées. Le culot cellulaire est lysé par une solution contenant

10 mM Tris-HCl1 pH 7,5; 10 mM MgCl,; 140 mM NaCl et 1% NP40 pendant 30
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mn 2 4°C. Apres centrifugation, le surnageant est analysé par électrophorése sur
un gel d'acrylamide 2 10% en présence de SDS et en conditions réductrices. Le

gel est ensuite séché puis exposé entre deux écrans intensificateurs a -70°C.

3.3 Immunofluorescence et immunoprécipitation

Ces deux techniques ont été utilisées dans le cadre des cultures virologiques.
Elles ont été réalisées avec un sérum polyclonal humain provenant d'un patient
séropositif pour HTLV-I.

Dans la technique d'immunofluorescence, les cellules centrifugées sur lames
sont fixées avec du méthanol froid pendant 10 mn, rincées par une solution saline
et séchées a l'air. Le sérum polyclonal humain est ensuite déposé sur les cellules
pendant 30 mn puis les lames sont lavées et séchées. Une solution de bleu Evans
diluée au 1/10000 contenant l'anticorps anti immunoglobulines humaines marqué
a la fluorescéine est appliqué sur les lames pendant 30 mn. Les lames lavées et
séchées sont observées au microscope optique sous un rayonnement ultra-violet.

Dans la technique d'immunoprécipitation, les cellules sont d'abord marquées
in vitro en présence de cystéine marquée soufre 35 pendant 3 4 4 heures. Les
cellules sont ensuite centrifugées et le culot cellulaire resuspendu dans un tampon
contenant 5 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,15 M NaCl; 0,1% SDS; 0,1 mM EDTA et 1%
Triton X100; 1% Déoxycholate de sodium. Le surnageant de lyse est incubé
pendant 1 heure 4 37°C en présence du sérum polyclonal. Aprés cette premiére
étape, 10 mg de protéine A, couplée a la sépharose, sont ajoutés et I'incubation est
poursuivie pendant la nuit & 4°C en présence du méme tampon. La protéine A
ayant fixé le complexe antigéne/anticorps est ensuite lavée une dizaine de fois avec

le méme tampon. Le complexe antigéne/anticorps est ensuite dissocié de la
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protéine A par chauffage puis déposé sur un gel d'acrylamide a 13% en présence
de SDS et en conditions réductrices. Le gel est ensuite séché puis exposé entre

deux écrans intensificateurs a -70°C.

3-3 Cytofluorométrie

Apres lavages, les cellules (2.107) sont resuspendues dans 100 pl d'HBSS et
marquées en utilisant une technique indirecte. Elles sont d'abord incubées avec 2
ug/ml d'anticorps de souris spécifique non marqué pendant 30 3 60 mn a 4°C.
Apres deux lavages en HBSS, les cellules sont ensuite incubées avec un anticorps
anti immunoglobulines de souris marqué a la fluorescéine pendant 30 mn 2 4°C
puis lavées deux fois avec de 'HBSS. La quantification de la fluorescence est
analysée par cytofluorométrie. Le pourcentage de cellules positives est déterminé

par soustraction de la fixation d'un anticorps irrelevant mais de méme isotype.

4- Analyse statistique

Les données concernant le dosage de I'IL-2Ra soluble dans les sérums de
patients sont exprimées en moyenne géométrique + 1'écart-type a la moyenne. Le
test de Student a été utilisé pour comparer les taux solubles d'IL-2Ra dans les
différents groupes. Les corrélations entre le taux d'IL-2Rq et les autres
parametres biologiques (en données logarithmiques) ont été déterminés en
utilisant le test non paramétrique de Spearman (une valeur de la variable P

inférieure a 0,05 est considérée comme significative).
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