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Introduction générale

CHAPITRE 1.

INTRODUCTION GENERALE

En 1967, d’une part K. et T. Ishizaka et d’autre part Johansson et Bennich établirent que le
facteur humoral responsable des manifestations de I'hypersensibilité de type I était une nouvelle
classe d'immunoglobuline appelée IgE. Dans des conditions normales, 1'IgE est retrouvée sous
forme de traces dans le sérum humain (> 0,001% des Ig totales). Cette concentration d'IgE sérique
peut étre augmentée dans de nombreuses maladies allergiques (asthme, rhinite, manifestations
cutanées) ou non allergiques (maladies parasitaires notamment la schistosomiase et la filariose,
hémopathies, certaines affections de nature virale ou liées a des microorganismes fongiques).
Notre compréhension du rdle biologique de 1'TgE dans les réactions immunitaires s'est enrichie au
cours de ces derniéres années, grace aux outils modernes de la recherche (clonage moléculaire,
transfection, expression des protéines recombinantes...) qui ont permis la caractérisation
structurale et fonctionnelle des molécules impliquées dans les processus de reconnaissance, de
signalisation et de communication intercellulaire. La premiére molécule réceptrice de 1'IgE a été
décrite sur les basophiles et les mastocytes. Il s'agit d'un récepteur membranaire de forte affinité
ou FceRI capable d'induire un signal d'activation a la cellule lorsqu'il est agrégé par les immuns

complexes IgE-antigéne spécifique (Figure 1).

Les mastocytes tissulaires et les basophiles sanguins ont été longtemps considérés comme les
seules cellules directement impliquées dans I'hypersensibilité a IgE. Cependant, lors des phases
plus tardives de la réaction inflammatoire, on observe un afflux de nombreux autres types
cellulaires, recrutés par voie sanguine ou a partir de tissus voisins, telles les éosinophiles, les
macrophages, les neutrophiles et les plaquettes. Nous nous sommes intéressés plus
particulierement a deux types de polynucléaires: les éosinophiles et les neutrophiles, dont les
caractéristiques structurales seront définies dans les chapitres suivants. L'augmentation du nombre
de polynucléaires éosinophiles se voit surtout dans les réactions allergiques tandis que les
infections a germes pyogenes sont généralement associées a une augmentation du nombre de
neutrophiles. Apres passage fugace dans le sang, les éosinophiles se localisent principalement au

niveau des surfaces corporelles et des muqueuses (peau, intestins et poumons) ot ils interviennent
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Antigéne

Mastocytes ( ®
Basophiles \¢

Médiateurs
(Histamine, Sérotonine...)
(Facteurs chimiotactiques)

(PAF, LTB4...)
(IL-4, IL-5, IL-6...)

|
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Hypersensibilité immediate Phase tardive de la réaction
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Figure 1. Rdle putatif des mediateurs mastocytaires dans les réactions d'hypersensibilité
immédiate et lors de 13 chase tardive (d'apres Gordon et al., 1991). En présence
d'antigéne spécifique, !'1gE se fixe sur son recepteur. La complexation des
récepteurs provoque une libération de médiateurs (PAF, LT84, IL-4, IL-5,
[L-6...) qui jouent un role important dans le développement de la reaction
d'hypersensibilité immeédiate et aussi dans la phase tardive de la réaction.
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Introduction générale

dans 'hypersensibilité immédiate (type I) conjointement aux basophiles et aux mastocytes. A coté
de ces maladies allergiques, les parasitoses provoquées par les helminthes, induisent une
production intense d’anticorps IgE, en quantité tré&s souvent supérieure a celle observée dans
’allergie. C'est dans l'infection par schistosomes que le role direct de cet isotype d’anticorps dans
la destruction des schistosomules (larves de parasite) a été défini en coopération avec les cellules
effectrices telles les monocytes / macrophages, les éosinophiles ou les plaquettes. L’incubation de
ces cellules avec le sérum de patients parasités entraine une adhérence spécifique aux
schistosomules et la mort de ces larves parasitairés. Les €osinophiles, et en particulier une sous-
population d'éosinophiles (hypodenses), s'aveérent les plus efficaces pour tuer les parasites en
présence d'anticorps IgE. De nombreux travaux initiés dans notre laboratoire ont permis de révéler
l'existence d'un autre type de récepteur pour 1'IgE (FceRII) qui est distinct du premier récepteur
(FceRI) de part son affinité de liaison avec 1'IgE, son antigénicité, et sa structure moléculaire. Le
FceRII est exprimé par diverses sous-populations cellulaires inflammatoires: monocytes /
macrophages, éosinophiles, plaquettes (Capron et al., 1986a) et par des sous-populations
lymphocytaires. L'existence de ce type de récepteur au niveau des cellules inflammatoires suggére
que ces types cellulaires peuvent agir de maniére directe sur les phases précoces de la réaction

inflammatoire.

Ainsi, que ce soit dans les réactions allergiques ou les parasitoses, il se produit une
hyperproduction d’anticorps d’isotype IgE et un recrutement de polynucléaires accompagné d'une
hyperéosinophilie sanguine et/ou tissulaire. L’interaction IgE-récepteurs des cellules effectrices
conduit a la libération de médiateurs de l'inflammation (médiateurs lipidiques, interleukines...)
mais aussi de molécules pouvant rendre compte des phénomeénes d'agression et de destruction
tissulaire (protéines cationiques). Toutefois le role prépondérant des IgE dans l'activation de ces
cellules n'exclut pas pour autant la participation d'autres mécanismes effecteurs (IgG, IgA,

cytokines...).

L’éosinophile a tout d'abord été considéré comme une cellule immunomodulatrice grice & sa
capacité d'inactiver certains médiateurs mastocytaires (Weller et al., 1979) bien que la pertinence in
vivo de ce modele n'ait pas été démontrée (Gleich et al., 1979). D'autres €tudes ont introduit la

‘notion inverse d'un rdle amplificateur de la réaction inflammatoire par 'effet histaminolibérateur de
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certains composants granulaires sur les mastocytes et basophiles (MBP pour Major Basic Protein,
ECP pour Eosinophil Cationic Protein, EPO pour Eosinophil Peroxydase), par l'effet activateur
des processus inflammatoires (PAF-acéther ou Platelet Activating Factor, LTC4 ou leucotri¢ne
C4...) en intervenant sur 'hyperréactivité bronchique dans l'asthme allergique (Gleich ez al.,
1986). Dans l'immunité anti-parasitaire, les éosinophiles sont considérés comme des cellules
bénéfiques capables de lyser des larves de parasite selon un mécanisme de cytotoxicité dépendant
d'anticorps (ADCC) IgG, IgE ou IgA (Butterworth et al., 1977; Capron et al, 1984a; 1988a). La
contribution des neutrophiles aux manifestations allergiques et notamment dans la réaction tardive
est moindre que celle des €osinophiles. Toutefois, ces polynucléaires neutrophiles sont également

capables de libérer des médiateurs inflammatoires tels que le LTB4 et le PAF-acéther.

Les maladies allergiques et les parasitoses sont caractérisées par une production anormale
d’anticorps de classe IgE mais aussi par une forte inflammation riche en polynucléaires.
L’infiltration des tissus 1ésés résulte de la migration des cellules inflammatoires a travers
I’endothélium par des processus de margination, d'adhérence aux cellules de 1'endothélium et
d'infiltration entre les cellules endothéliales (extravasation) (Figure 2). Exposée a un gradient de
concentration de facteurs chimiotactiques, cette migration cellulaire active toute la machinerie
nécessaire pour la locomotion et la maintenance de l'orientation et de la stabilité cellulaire
(phénomene de "priming"). Les facteurs attractants, dont nous définirons ultérieurement la nature,
peuvent provenir soit des bactéries (polyosides) soit de 1'hote (facteurs dérivés du complément,
lymphokines, médiateurs lipidiques). L'agrégation et la margination cellulaire peuvent étre dies a
la neutralisation des charges négatives a la surface des neutrophiles apres une sécrétion limitée de
protéines cationiques basiques, augmentant ainsi les propriétés adhésives des cellules par un
mécanisme €électrostatique. La phase essentielle de cette mobilité est 1'étape d'adhérence cellulaire
qui fait intervenir des couples de molécules d'adhésion (Springer, 1990). Les principales
molécules sont les intégrines leucocytaires et les sélectines dont les caractéristiques structurales
sont évoquées dans les chapitres suivants. En particulier, les molécules de type lectine attirérent
notré attention. Une lectine de type S nommée IgEBP (IgE-binding protein) joue un rdle important
dans la reconnaissance intercellulaire grace a sa capacité a lier des carbohydrates. Cette lectine est
également capable de fixer I'IgE. Nous définirons, dans les chapitres suivants, les caractéristiques

essentielles des différentes molécules capables de lier I'IgE .
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RECEPTEURS
MEMBRANAIRES
* MOLECULES
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'
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Figure 2. Chimiotactisme et infiltration leucocytaire sous 1'influence de facteurs attractants.
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Les polynucléaires éosinophiles et neutrophiles

CHAPITRE 1I1.

LES POLYNUCLEAIRES EOSINOPHILES ET NEUTROPHILES.

Les granulocytes ou polynucléaires, ainsi nommés en raison de leurs granulations
cytoplasmiques abondantes et de leur noyau polylobé, constituent la majorité des cellules nucléées

du sang circulant.

Trois types de granulocytes ont pu étre définis selon leur affinité tinctoriale:

- Les éosinophiles (15 um de diamétre) représentent de 1-4% des leucocytes du sang. Ils se
caractérisent par de grosses granulations riches en protéines cationiques trés affines pour les
colorants acides (éosine, fluorescéine).

- Les neutrophiles (10-12 pm de diametre) représentent 60-70% des leucocytes sanguins. Ils
contiennent de nombreuses granulations qui, par leur contenu enzymatique, s'apparentent aux
lysosomes.

- Les basophiles, représentant moins de 0,5% des leucocytes sanguins, contiennent également
de grosses granulations cytoplasmiques sphériques mais métachromatiques contenant des

protéoglycanes acides et de I'histamine.

Dans le cadre de nos travaux, seules les caractéristiques structurales et fonctionnelles des

polynucléaires neutrophiles et éosinophiles sont détaillées dans les chapitres suivants.
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Les polynucléaires éosinophiles

Les polynucléaires éosinophiles.

En dehors de la moélle osseuse, les éosinophiles sont présents surtout dans les tissus
(poumons, tractus digestif et peau). Ils se retrouvent également dans les reins et l'utérus. Leur
nombre dans le sang peut s'accroitre anormalement au cours de nombreuses affections allergiques
et parasitaires, regroupées sous le terme général d'hyperéosinophilie sanguine ou HE (> 1,5 x 109

éosinophiles/1) avec ou non production accrue d'anticorps IgE.

Hétérogénéité des éosinophiles

Sur la base de leur variabilité en densité et en composition protéique, deux sous-populations
d'éosinophiles ont pu étre individualisées sur gradient de densité (Prin ef al., 1983; 1984; Gruart
et al., 1989) (Figure 3). Les éosinophiles normodenses sont présents chez les sujets normaux et
posseédent un aspect typique a granules ellipsoides avec un cristalloide central dense aux €électrons
et entouré d'une matrice plus claire. Quant aux éosinophiles hypodenses, ils sont présents dans
certaines conditions d'hyperéosinophilie sanguine ou tissulaire (éosinophiles de lavages
bronchoalvéolaires ou d'épanchements pleuraux). Ils possedent un cytoplasme trés vacuolé et des
granulations raréfiées ou de plus petite taille avec parfois une inversion de leur opacité aux
électrons.

Récemment, il a été démontré que les éosinophiles cocultivés avec des cellules endothéliales ou
incubés avec leurs surnageants de culture, acquierent des caractéristiques d'éosinophiles
hypodenses (Rothenberg er al., 1987). L'IL-3 et le GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony
Stimulating Factor) sont également capables de rendre les €osinophiles normodenses en
éosinophiles hypodenses (Rothenberg er al., 1988; Owen et al., 1987).

Des arguments fonctionnels (cytotoxicité) et structuraux (modification de certains récepteurs de
membrane) laissent a penser que les éosinophiles hypodenses, anormalement retrouvés dans la
circulation sanguine chez les patients allergiques et dans les parasitoses, sont le reflet des
€osinophiles tissulaires. Les éosinophiles hypodenses expriment un plus grand nombre de
récepteurs pour les IgG et pour le complément que les cellules normodenses. L'expression des

sites de fixation pour 1'IgE est accrue sur les éosinophiles hypodenses et la proportion de cellules
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Figure 3. Isolement des sous-populations d'éosinophiles sur gradients discontinus de densité
(métrizamide ou percoll). Les éosinophiles hypodenses sont recueillis au niveau
des couches | & 1V..

Généralités

15



Les polynucléaires éosinophiles

fixant I'IgE cytophile est plus élevée lorsqu'il s'agit d'éosinophiles tissulaires (Capron et al.,
1985). Les deux sous-populations fixent I'IgE mais, seuls les éosinophiles hypodenses répondent
a cette stimulation par un relargage d’une des protéines cationiques de 1'éosinophile, I’EPO
(Khalife et al., 1986). De plus, la capacité de cytotoxicité des €osinophiles hypodenses, en
présence d'IgE, est bien plus importante que celle des éosinophiles normodenses (Capron et al.,
1984a). La situation inverse est observée dans le cas de la cytotoxicité IgG dépendante (David ez
al., 1980). Les éosinophiles hypodenses sont considérés comme €étant plus differenciés et plus

activés que les éosinophiles normodenses (Fukuda and Gleich, 1989).

Cytokines et leurs récepteurs

Non seulement les cytokines telles que 1'IL-5, le GM-CSF et I'IL-3 jouent un rdle essentiel
dans 1'éosinopoiese via des récepteurs de membrane respectifs, elles possedent également des
effets activateurs induisant la dégranulation des éosinophiles (IL-5, GM-CSF), mais aussi
permettent la prolongation de survie de ces cellules en s'opposant a leur apoptose (IL-5, IL-3, IL-
1, GM-CSF) (Figure 4).

Plusieurs études ont montré que les récepteurs pour ces interleukines se présentaient en nombre
relativement peu €levé, de 300 a 900 sites par cellule pour 1'IL-3 (Kd= 470 pM) et le GM-CSF
(Kd= 44 pM) (Lopez et al., 1989) et de 200 a 600 pour I'IL-5 (Kd= 0,39 a 1,93 x 10-9M)
(Chihara et al., 1990). Ces récepteurs sont formés de deux chaines polypeptidiques, une chaine 3
commune et une chaine o spécifique pour le ligand (Cosman et al., 1990). Ces 4 chaines
appartiennent 4 la superfamille des récepteurs hématopoiétiques qui comprend les récepteurs pour
I'érythropoiétine (Epo), la prolactine, les récepteurs pour I'IL-4, 1'IL-6, 1'lL-7 et le G-CSF.

L'existence des récepteurs pour le TNF (Tumor Necrosis Factor, Silberstein ez al., 1986), I'IL-
1 (Pincus et al., 1986) et I'FN (Interféron, Valerius et al., 1990; Saito et al., 1987) est suspectée
du fait de leur action sur les éosinophiles. Par ailleurs, les éosinophiles sont capables d'exprimer a
leur surface la sous-unité p55 (Kd= 10-8M) et pas la sous-unité p75 du récepteur pour I'IL-2
(Plumas et al., 1991). Récemment, il a été suggéré que I'IL-2 serait impliquée dans 1’induction du

chimiotactisme des éosinophiles (Rand et al., 1991a). De plus, les éosinophiles expriment des
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sepiydoursoy sarregronuiiod so|



Les polynucléaires éosinophiles

cytokines impliquées dans la génese de la lignée éosinophile telles I'TL-3, le GM-CSF (Kita et al.,
1991) et I'IL-5 (Desreumaux et al., 1992) et également celles qui sont impliquées dans les
réactions inflammatoires tels I'IL-1a (Del Pozo ef al., 1990), le TGF-a (Transforming Growth

Factor-a, Wong et al., 1990), le TGF-B1 (Wong et al., 1991) et I'IL-6 (Hamid ez al., 1992).

Les récepteurs impliqués dans le chimiotactisme et 1'adhésion.

Les éosinophiles, intervenant dans les processus inflammatoires tardifs des réactions
allergiques, exercent leurs fonctions dans les tissus inflammatoires aprés avoir quitté le sang par
diapédeése sous l'influence de facteurs chimiotactiques tels que I'ECF-A (Eosinophil chemotactic
Factor of Anaphylaxis), le LTB4, le PAF-acéther, et les anaphylatoxines C3a et C5a. Certains de
ces récepteurs ont été caractérisés. Les éosinophiles posseédent un récepteur pour le C3a de faible
affinité (Goers et al., 1984) et 2 types de récepteurs pour le CS5a, celui de faible affinité (Kd= 3 x
10-11M) plus faiblement exprimé que celui de forte affinité (Kd= 10-"M) (Gerard et al., 1989). Il a
été démontré que les éosinophiles sont capables d'exprimer le récepteur pour le C3bi
(CR3/CD11b-CD18) (Fischer et al., 1986). Celui-ci est impliqué dans l'adhérence et la
cytotoxicité IgE-dépendante vis a vis de S. mansoni (Capron et al, 1987). De plus, 1’éosinophile
exprime l'intégrine LFA-1 (Hartnell et al, 1990) et le complexe protéique VLA-4a (Very Late
Activation Antigen, CD49d/CD29) (Walsh et al, 1991; Dobrina et al, 1991). Ces molécules sont
impliquées dans les mécanismes d’adhésion entre 1’éosinophile et la cellule endothéliale. Par
ailleurs, le marqueur CD4, exprimé par les éosinophiles (Lucey et al, 1989a) est capable de
transduire un stimulus migratoire et sert également de récepteur pour la lymphokine
chimioattractante (LCF) (Rand et a/, 1991b). Des études récentes ont démontré que la molécule
RANTES (Regulated upon Activation in Normal T cells Expressed and Secreted) de méme que
MIP-1a (Macrophage Inflammatory Factor-1), jouent un rdle dans le chimiotactisme des

éosinophiles normaux (Rot ez al, 1992).

Les molécules impliquées dans la présentation de I'antigene.
Les éosinophiles de sujets hyperéosinophiliques sont capables de présenter a leur surface des

antigénes du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe Il (HLA-DR) (Lucey ef al,
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1989b). Il a d'ailleurs été démontré que les €osinophiles peuvent jouer un réle de cellule
présentatrice de I’antigéne initiant ainsi la réponse immunitaire vis a vis d’éléments infectieux au

niveau du site inflammatoire (Weller ez al, 1993).

Les récepteurs impliqués dans la cytotoxicité,

Les réactions de cytotoxicité a médiation cellulaire dirigées contre les larves de parasites, ne
reposent pas sur les cellules T cytotoxiques, ni sur les cellules NK, mais sur les cellules non
lymphoides. Ce sont principalement les macrophages, éosinophiles et plaquettes qui sont
responsables de la destruction du parasite par un mécanisme de cytotoxicité (ADCC) ou les
anticorps se lient aux récepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines, présents sur ces
cellules et reconnaissent les antigénes cibles a la surface du parasite (Figure 5).

Plusieurs arguments plaident en faveur de l'intervention réelle des éosinophiles dans les
mécanismes d'ADCC dans I'immunité a la réinfestation: (1) I'accumulation d'éosinophiles et de
macrophages autour des schistosomules morts chez les animaux immuns (Hsu ez al, 1971; Von
Lichtenberg et al, 1976); (2) l'injection de sérum anti-éosinophile aux souris diminue leur
immunité (Mahmoud et al, 1975); (3) le transfert adoptif d'éosinophiles de rats immuns confere
aux receveurs un état de résistance (Capron et al, 1984b). Les €osinophiles sont particulierement
efficaces dans la destruction des parasites comme les helminthes, qui sont trés souvent résistants
aux enzymes lysosomales des neutrophiles et macrophages.

De nombreuses études ont permis de démontrer que différentes classes d'anticorps ont pu étre
incriminées: des IgG se fixant au récepteur FcyRII/CD32 (Butterworth ez al, 1977), des IgE se
fixant au récepteur FceRII/CD23 (Capron et al, 1981, 1984a) et plus récemment des anticorps IgA
(Capron e al, 1988a) qui se fixent probablement sur des récepteurs pour I'IgA.

Les potentialités cytotoxiques des éosinophiles dépendent étroitement de son état d'activation.
Si la cytotoxicité dépendante d'unticorps IgG peut étre effectuée par des €osinophiles normaux
(Butterworth et al, 1975) en revanche, seuls les €osinophiles activés ou hypodenses sont
cytotoxiques en présence d'anticorps I¢E (Capron et al, 1984a).

L'activation de ces €osinophiles est liée a l'effet de nombreux facteurs tels les facteurs de
croissance et les cytokines (Capron and Prin 1990) ou des médiateurs lipidiques, comme le PAF

(Capron et al, 1988b).
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RECEPTEURS
«F7s,  EOSinOphile

L active

Migration a
travers
a=dn 1e tégument

Dégranulation

Tégument

Parasite
Parenchyme

MEDIATEURS:
Protéines cationiques
Médiateurs lipidiques

Figqure 5. L'attague des polynucléaires éosinophiles contre les parasites. L'attachement spécifigue de
la cellule effectrice a la cible parasitaire conduit a la libération & la surface du parasite
des médiateurs (protéines cationiques, médiateurs lipidiques...) causant de petites 1ésions
dans le tégument du parasite a travers lequel d'autres éosinophiles peuvent pénétrer dans
le parasite.
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Cytotoxicité IgG-dépendante.

Les anticorps IgG, présents dans le sérum immun préchauffé, ont ét€ les premiers anticorps
incriminés dans cette fonction de cytotoxicité (Butterworth et al, 1977). Plus récemment, il a été
démontré que les quatre sous-classes d'IgG ne sont pas tous de la mé€me efficacité dans les
mécanismes d'ADCC (Khalife et al, 1989). En absence de facteurs stimulants exogenes, les
anticorps IgG1 et IgG3 purifiés des sérums de patients bilharziens se révelent étre les plus
efficaces. Quant aux anticorps 1gG2, ils agissent de maniére différente suivant I'état d'activation
des €osinophiles: en présence des éosinophiles normaux, ils agissent en tant qu'anticorps bloquant
et en présence des éosinophiles hypodenses, ils représentent de bons anticorps effecteurs (Khalife
et al, 1989). Les anticorps IgG4 sont aussi capables d'inhiber la cytotoxicité induite par les Ac

IgGl et IgG3.

Cytotoxicité IgE-dépendante.

Ce sont des travaux entrepris dans le cadre de l'immunité parasitaire qui ont conduit a
l'identification de récepteurs pour les IgE sur les éosinophiles. L'activité anti-parasitaire est
déclenchée par l'intéraction des anticorps IgE avec les récepteurs pour cette immunoglobuline a la
surface cellulaire (Capron et al/, 1981). L'intéraction directe de 1'IgE avec les éosinophiles humains
dans ce mécanisme de cytotoxicité a été suspectée pour diverses raisons: (1) la labilité du facteur
sérique au chauffage; (2) l'analyse statistique révélant une corrélation positive entre la capacité de
cytotoxicité du sérum immun et la présence d'anticorps IgE dirigés contre les schistosomules; (3)
l'effet inhibiteur des anticorps anti-FceRII sur la formation de rosettes IgE et sur la cytotoxicité en
présence de sérum non chauffé; (4) l'absence de compétition croisée entre les récepteurs pour
1'TgG et les récepteurs pour 1'IgE. Ces résultats ont été confirmés par l'utilisation d'un anticorps
monoclonal dirigé contre les éosinophiles (Ac BB10) (Capron et al, 1986b). Ces récepteurs pour
I'IgE étant de faible affinité, il est fort probable que cette cytotoxicité IgE-dépendante des
éosinophiles nécessite 1a collaboration des molécules d'adhésion. Il a été démontré que les
anticorps anti-chaine o du CR3 (CD11b) inhibent de maniére spécifique 1'adhérence et la
cytotoxicité des €osinophiles hypodenses vis a vis de schistosomules opsonisés par les IgE
(Capron et al, 1987). Au contraire, les anticorps anti-CD11a (chaine o du LFA-1) ou anti-CD18

(chaine B commune des intégrines) n'inhibent pas 1'adhérence et la cytotoxicité.

Cytotoxicité IgA-dépendante.
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Des récepteurs pour le fragment Fc des Ig, autre que le FceRII, ont été également étudiés pour
leur rdle dans les mécanismes d’ADCC. En particulier, l'existence de récepteurs pour I'IgA a la
surface des éosinophiles a été mise en évidence par des études en cytofluorométrie en flux (Capron
et al, 1988a). Il semblerait que ce type de récepteur est également impliqué dans les phénomenes
de cytotoxicité puisque la préincubation des éosinophiles humains avec les IgA polymériques

inhibe la fonction d'ADCC de ces cellules (Capron et al, 1988a).

Facteurs régulateurs de la cytotoxicité.

Des facteurs tels que I'EAF, Eosinophil Activating Factor (Veith et al, 1983), le M-ECEF,
Monocyte-derived Eosinophil Cytotoxicity-Enhancing Factor (Lenzi et al, 1985), ou le TNF
(Silberstein and David, 1986) augmentent la cytotoxicité des éosinophiles. Toutefois, ces facteurs
ont été étudiés lors de la cytotoxicité médiée par 1'IgG et non par I'IgE. Tres récemment, un
accroissement de la cytotoxicité IgE-dépendante a ét€ observé par des facteurs tels LIF/HILDA,
I'IL-4 humaine, I'IL-5 murin ou humain, le TNF-a ou le GM-CSF, et ceci de manieére dose

dépendante (Capron et al, 1989a).

Récepteurs pour I'IgE des éosinophiles.

L'existence des sites de fixation de I'IgE & la surface des éosinophiles a ét€ mise en évidence
par de nombreuses techniques. L'analyse en microscopie électronique a été possible en utilisant un
marquage indirect avec I'IgE et 1'anti-IgE marqué a la ferritine (Hubscher, 1975). La fixation
directe de I'I[gE marquée a la peroxidase sur son récepteur a €té€ obtenue sur les €osinophiles
péritonéaux de rat (Capron et al, 1977). Enfin, la démonstration la plus évidente, de la présence de
récepteurs pour 1'IgE & la surface des €osinophiles a été obtenue par technique de rosettes IgE
(Capron et al, 1981). 11 a été initialement démontré qu'environ 30% des éosinophiles humains ou
de rat forment des rosettes avec des érythrocytes couplés avec de 1'TgE. Cette proportion augmente
de manigre tres significative (> 50% augmentation) quand les €éosinophiles sont isolés a partir de
sujets atteints d’hyperéosinophilie ou de rats infectés par Schistosoma mansoni. Par ailleurs, la
méthode d'analyse en cytofluorométrie a également permis d'évaluer de maniere quantitative la
proportion d'éosinophiles humains (de 20 a 60%) capables de présenter a leur surface des

molécules fixant I'IgE (Capron et al, 1985). Ces résultats sont en accord avec le taux de formation
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de rosettes IgE évoqué auparavant. De plus, il a été démontré que les IgE de nature cytophilique
sont détectées sur les éosinophiles provenant de la majorité des patients HE, et ceci en relation avec

un taux d'IgE sérique élevé (Capron et al, 198S5; Prin et al, 1986).

L’analyse quantitative et qualitative des récepteurs pour I’'IgE sur les éosinophiles a été rendue
possible grace a l'utilisation d'IgE radiomarquée par de l'iode 125 (Jouault er al, 1988). Cette
fixation de I'TgE radiomarquée sur les éosinophiles est inhibée par de I'IgE froide de maniere dose-
dépendante. Le nombre de récepteurs par cellule (environ 105 récepteurs / cellule) de méme que la

constante d'association (Ka= 107 L/M) (Capron et al, 1984a) ont pu étre ainsi déterminés.

La caractérisation biochimique du récepteur pour 1'IgE des éosinophiles a été entreprise grace a
plusieurs techniques. L'utilisation de colonne d'affinité€ couplée avec de I'IgE a permis l'isolement
des récepteurs pour I'IgE des €osinophiles (Jouault et al, 1988). En conditions non réductrices,
seule une molécule de taille supérieure a 200 kDa a été retrouvée alors qu'en conditions
réductrices, deux composants de poids moléculaires différents ont été caractérisés: 45-50 et 23
kDa. Une molécule additionnelle de 15 kDa a été retrouvée dans les deux conditions d'analyse. La
taille de ces peptides est similaire a celle connue pour le récepteur pour I'IgE des lymphocytes B
(CD23) (Meinke et al, 1978), des monocytes/macrophages (Melewicz et al, 1982a, 1982b) ou des

plaquettes (Joseph et al, 1986b).

Un anticorps monoclonal dirigé contre la membrane des éosinophiles a été obtenu apres
immunisation des souris avec des €osinophiles hypodenses (Capron et al, 1986b). Les
particularités de cet anticorps BB10 sont la reconnaissance spécifique des cellules hypodenses et la
capacité d'inhibition de la cytotoxicité IgE-dépendante des éosinophiles vis a vis de larves de
parasites. Cette inhibition est également observée pour d'autres types cellulaires telles les
monocytes et les plaquettes (Capron et al, 1986b). De plus, cet anticorps BB10 inhibe
spécifiquement la formation de rosettes IgE par les éosinophiles. Ainsi, grace a cet Ac BB10, il a
été possible de déterminer la quantité de molécules succeptibles d'étre reconnues par BB10 4 la
surface des éosinophiles (2 x 107 molécules/cellule) et des études de Scatchard ont permis de
déterminer une constante d'affinité de 1’anticorps monoclonal de 1,17 x 107 M-1 (Jouault et al,

1988). Ces résultats confirment d'ailleurs ceux obtenus avec 1'IgE et soulignent de ce fait, la faible

affinité du BB10 pour le FceRII des éosinophiles. Des immunoabsorbants réalisés avec BB10
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révelent deux composants majeurs de taille 45 et 23 kDa et un composant de 15 kDa, présent dans
des conditions réductrices et non réductrices. Ce profil protéique est également obtenu par
immunoabsorbant IgE. De plus, les immunoprécipitations réalisées avec 1'Ac BB10 mettent en
évidence les 2 polypeptides spécifiques de taille 45-50 et 15 kDa et occasionnellement une
molécule de 20-25 kDa provenant des extraits éosinophiliques (Grangette et al, 1989). 11 a été
démontré que les anticorps anti-CD23 (Ac 135) (Rector et al, 1985) et BB10 (Capron et al, 1986b)
reconnaissaient la méme molécule de 45-50 kDa sur les éosinophiles hypodenses (Grangette et al,
1989). De plus, 'absence de compétition entre ces 2 anticorps suggere qu'ils reconnaissent des
épitopes distincts du récepteur pour 1'IgE de 1'éosinophile. Par ailleurs, les anticorps anti-
fibronectine immunoprécipitaient les peptides de 45-50 kDa du FceRII et inhibaient la cytotoxicité
IgE-dépendante des €osinophiles. Ces résultats suggerent que (1) les séquences inversées de
I’adhésiotope Arg-Gly-Asp (RGD) sont retrouvées au niveau des récepteurs FceRII des
€osinophiles de la méme manieére que pour les récepteurs FceRII des lymphocytes B, et que (2) les
structures d'adhésion cellulaire jouent un rdle essentiel dans la fonction du FceRII des
€osinophiles (Grangette et al, 1989).

L'expression du récepteur pour I'IgE des éosinophiles peut étre régulée par divers facteurs.
Une augmentation de 1'expression du FceRII sur les éosinophiles par de I'IgE a ét€ démontrée par
incubation des éosinophiles de rats normaux avec soit du sérum de rat infecté par S. mansoni soit
de 1TgE de myélome (Capron et al, 1983). Des molécules chimioattractantes telles que 'ECF-A et
le PAF-acéther sont des facteurs stimulant l'expression du FceRII par les éosinophiles normaux
(Capron et al, 1981; Walsh et al, 1990) alors qu'elles semblent étre inefficaces sur les éosinophiles
de patients bilharziens ou hyperéosinophiliques, considérés comme étant déja trés activés. Aucune
des interleukines connues comme régulatrice de 'expression du CD23 sur d'autres populations
cellulaires (et en particulier I'lL-4) n'a donné de résultats concluants sur les éosinophiles humains,

a la différence des résultats obtenus sur les lignées cellulaires.

Phénomenes de dégranulation.
L'interaction des anticorps avec les récepteurs pour le fragment Fc de I'éosinophile, en présence
de I'antigéne parasitaire induit un signal d'activation qui se manifeste par la libération des protéines

cationiques granulaires ainsi que par la génération de médiateurs néoformés (Figure 5). Ainsi, la
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notion d'un réle amplificateur de I'‘éosinophile est due a l'activité cytotoxique treés puissante de ces
médiateurs vis a vis de cibles étrangeres (larves de parasite ou cellules tumorales) et aussi vis 4 vis
de cellules ou de tissus normaux. Les premieres études indiquent que les éosinophiles liberent les
composants de leurs granulations soit apres avoir adhéré aux parasites qui ont préalablement fixé
des anticorps (Butterworth, 1984) soit aprés avoir interagit avec des complexes immuns (Ishikawa

et al, 1974; Takenaka et al, 1977).

Au nombre de quatre, les protéines cationiques de 1’€éosinophile sont la MBP, I’EPO, ’ECP et
I’EDN (Eosinophil Derived Neurotoxin). Les principales caractéristiques de ces protéines sont
résumées dans le Tableau I. Quant aux médiateurs lipidiques (LTC4, PAF, ...), dérivés des
phospholipides membranaires, le LTC4 est produit préférentiellement par les €osinophiles
contrairement aux neutrophiles qui produisent du LTB4 (Weller et al, 1983). En réponse au
calcium ionophore, les €osinophiles hypodenses libérent plus de PAF que les éosinophiles
normodenses. Cette libération de médiateurs lipidiques participe a la fonction IgE-dépendante des
€osinophiles dans les réactions inflammatoires et allergiques.

Des études antérieures ont permis de démontrer que 1'EPO peut €tre relarguée apres stimulation
des €osinophiles (de rats normaux ou infectés par S. mansoni) par des IgG2a ou des IgE en
présence d'anti-Ig correspondant (Khalife et al, 1985). Un relargage sélectif d'EPO, mesuré par
test de chimioluminescence, a été obtenu par incubation des €osinophiles humains hypodenses
avec de l'anti-IgE, alors qu'un taux treés faible dEPO n'est relargé que par les normodenses en
contact avec les anti-IgG (Khalife et al, 1986). Il a ailleurs été démontré que les allergenes
spécifiques pouvaient également induire une libération extracellulaire de 1'EPO par les €osinophiles
de patients allergiques (Tomassini er a/, 1991). L'HRF (Histamine Releasing Factor) causant le
relargage de l'histamine par les mastocytes dans un systeme IgE-dépendant, provoque aussi la
libération d'EPO des €osinophiles de la méme maniere que l'anti-IgE (Capron ez al, 1989b).

Dans des conditions d'activation identiques, l'exocytose de 2 autres protéines cationiques de
I'éosinophile, Ia MBP et I'ECP, a été évaluée par des tests radioimmunologiques. La MBP est
relarguée aprés addition d'antigénes spécifiques et d'anti-IgE alors que 1'ECP n'est pas détectée
apres incubation des éosinophiles avec 1'anti-IgE ou I'HRF mais seulement apres addition d'anti-

IgG. Cette stimulation des €osinophiles par 11gG, n'induit pas une libération d'EPO, mais au
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MBP EPO EDN/EPX ECP
PM 13,8 kD 72 kD 18 kD 17-20 kD
2 sous-unités
de 14 et 58 kD
pl 10,9 > 11 >11 >11
Quantité 8 ug 15 ug 10 ug >25 g
Localisation Core Matrice Matrice Matrice
ARNM 1 kb 3,2-3,5 kb 1 kb 1 kb
Gene <3 kb 12 kb - -
Spécificite o o o N
Cellulaire HL60 indifférenciées HL60 éosinophiles HL60 indifférenciées HL60 éosinophiles
éosinophiles HL60 éosinophiles* cultivée en IL-5
basophiles HL60 neutrophiles* éosinophiles
HL60 monocytes*
éosinophiles
neutrophiles
Fonction - toxique pour les parasites et - activité peroxidasique - neurotoxine - toxique pour les parasites
les cellules de mammiféres - toxique pour les microor- - activité ribonu- - induit la libération
- neutralise Phéparine ganismes et les cellules tumorales cléasique d’histamine
- induit la dégranulation des - induit la dégranulation des - activité ribonucléasique
basophiles et des mastocytes mastocytes faible

* lignée HL6O différenciée soit en éosinophiles, soit en neutrophiles ou en monocytes par des agents chimiques

Tableau |. Principales caracteristiques des protéines cationiques de 1'éosinophile.
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contraire une libération tardive d'ECP (Khalife et al, 1986; Capron et al, 1989b). Trés récemment,
il a été démontré que le complément C5a, le PAF, le FMLP (Formyl-methionyl-leucyl-
phénylalanine) et 1'1L-8 agissent aussi sur la libération de 'EPO (Kernen et al, 1991). Toutefois,

les effets du FMLP et de 1'TL-8 sont moins importants que ceux produits par le C5a et le PAF.

Quant 2 la stimulation par I'IgA, elle entraine la décharge de trois protéines cationiques de
I'éosinophile: EPO, ECP (Tomassini ez al, 1991) et EDN (Abu Ghazaleh er al, 1989). Ces
protéines cationiques de 1’éosinophile sont toxiques vis a vis de différentes cibles de par leurs
propriétés basiques et catalytiques. On décrit ainsi des activités bactéricides, anti-protozoaires,

anti-helminthes, anti-tumorales, mais aussi neurotoxiques (Gleich and Adolphson, 1986).

Les éosinophiles, de la méme maniere que les neutrophiles, produisent en grande quantité des
radicaux libres dérivés de I'oxygene, et principalement I'hydroperoxyde (H202). Sous l'action de

la MPO, I’H202 se transforme en molécules fortement toxiques (Pincus, 1983) (Figure 7).

A co6té de ces récepteurs pour les immunoglobulines, des récepteurs pour l'cestradiol, les
glucocorticoides (Kd= 15 nM) sont présents sur les éosinophiles (Peterson ez al, 1981). Chez les
sujets hyperéosinophiliques corticorésistants, il semble exister un défaut d'expression ou de
fonctionnement des récepteurs pour les glucocorticoides (Prin et al, 1989). Par ailleurs, de récents

travaux montrent que les corticoides diminuent la survie des €osinophiles (Wallen et al, 1991).

I1 a également été démontré que les intercrines/chémokines telles que RANTES et MIP-1a
induisaient une libération d'ECP par les €osinophiles prétraités a la cytochalasine B mais ne

provoquaient pas de formation de LTC4 (Rot et al, 1992).
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Les polynucléaires neutrophiles.

Dans certaines pathologies, le nombre des neutrophiles sanguins peut augmenter au-dela des
limites physiologiques (polynucléose, > 10000 / mm3). A l'inverse, au cours de certaines
infections virales, d'intoxications médicamenteuses ou a la suite de certains traitements, une
diminution significative des neutrophiles est observée (neutropénie, < 500 / mm?3). Généralement
absents des tissus sains, les neutrophiles s'accumulent au niveau du territoire 1€sé, au cours des
infections et lors des phases tardives des réactions allergiques. Ce fait implique une attraction des

neutrophiles vers le site inflammatoire par des facteurs chimiotactiques.

Les facteurs chimiotactiques et leurs récepteurs.

En situation normale, les neutrophiles sont des cellules physiologiquement inactives, mais
prétes a réagir a la moindre alerte. Lalerte d'une atteinte tissulaire est donnée par des agents
chimiotactiques qui sont aussi bien des peptides relachés par les bactéries (FMLP) que des facteurs
provenant de 1'hdte (facteur du complément CSa, leucotrieénes...). La figure 6 résume les
caractéristiques biochimiques des neutrophiles.

Au nombre de 107 récepteurs pour le FMLP par cellule, les récepteurs de forte affinité (Kd =
0,53 nM) se distinguent des récepteurs de faible affinité (Kd = 24,4 nM) (Koo et al, 1982). De
méme, deux classes de récepteurs pour le LTB4 ont été décrites suivant leur affinit€ pour le ligand,
l'un de forte affinité (Kd= 0,4 nM) responsable d'une réponse chimiocinétique (migration non
directionnelle) et du chimiotactisme, et l'autre de faible affinité (Kd= 10-7 M) entraine l'activation
du neutrophile (Goldman ez a/, 1982; 1984). Le PAF (Platelet Activating Factor) exerce également
un effet chimiotactique marqué sur les neutrophiles par la présence de deux types de récepteurs,
l'un de forte affinité induisant la perméabilité au calcium et I'autre de faible affinité, qui en

association avec la protéine G, costimule la phospholipase C (Naccache et al, 1986).

D'autres cytokines chimiotactiques ont été récemment caractérisées. L'TL-8/NAP-1, NAP-2,
gro/MIP-2 et ENA-78, appartenant a la famille des intercrines/chemokines de type C-X-C

(Oppenheim et al, 1991), sont des attractants relativement spécifiques pour les neutrophiles
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(Baggiolini et al, 1989; Moser et al, 1990; Schroder er al, 1990; Walz et al, 1991). Elles agissent
sur toutes les étapes de la migration des neutrophiles et peuvent étre considérées comme des
cytokines inflammatoires par leur activité stimulatrice de la dégranulation de médiateurs de
l'inflammation et du métabolisme oxydatif conduisant a la production des radicaux oxygénés
libres, nécessaires a la bactéricidie (Pevery er al, 1988; Moser et al, 1991; Sherry and Cerami,
1991). Le récepteur spécifique pour I'IL-8 est de forte affinité (Kd= 80 nM) (Samanta et al, 1989).
La protéine PF4 (Platelet Factor 4) et le MIP-1 sont également capables d'attirer et d'activer les

neutrophiles (Deuel et al, 1981; Wolpe et al, 1988).

Les molécules impliquées dans la migration et 1'adhérence du neutrophile.

La migration des neutrophiles a travers l'endothélium vers le tissu 1és€ (diapédése) est un
processus actif nécessitant a la fois I'augmentation de I'expression des molécules adhésives telles
les intégrines du complexe CD11-CD18, les L-sélectines dont la L-sélectine LEC-CAM
(Leukocyte Endothelial Cell-Cell Adhesion Molecule) ou LAM-1 (Leucocyte Adhesion Molecule-
1) du neutrophile. L'intéraction a lieu par des molécules adhésives de I'endothélium, ICAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule-1) et ICAM-2, E et P-sélectines. Les polynucléaires neutrophiles
non activés adheérent aux cellules épithéliales par l'intermédiaire de 1'intégrine LFA-1 (CD11a-
CD18) alors que quand ils sont activés, I'adhésion se fait par l'intermédiaire de l'intégrine Mac-1
(CD11b-CD18, CR3) et des L-sélectines (Figure 6).

Au site de I'inflammation / infection, I'adhésion non spécifique des neutrophiles aux agents
infectieux ou aux débris tissulaires est favorisée par la présence de récepteurs pour les fragments
C3b/C4b du complément (CR1) et pour le fragment Fc des IgG. Plusieurs types de récepteurs
pour le fragment Fc des IgG ont ¢té décerits: le FcyRI de forte affinité, le FcyRII/CD32 et le
FcyRIII/CD16 d'affinité plus faible. Seuls les FcyRII et FcyRIII sont présents sur le polynucléaire
neutrophile au repos (Huizinga et al., 1989) cependant que 1'expression du FcyRI est induite par
l'interféron (IFN-v) (Perussia er al., 1983). De plus, le CD16 est exprimé en nombre plus
important que le CD32 (3 a 6 fois plus). L'affinit¢ du CD16 pour les IgG est variable suivant la
sous-classe des IgG: dimeéres IgG1 (Kd= 11 x 10-7M) et dimeres IgG3 (Kd = 20 4 60 x 10-7M).

Il est a noter que la forme ancrée aux phospholipides du FcyRII, présent sur les
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Molécules impliquées dans la
migration et l'adhérence:
Intégrines (CD11-CD18): LFA-1, Mac-1
Sélectines (LEC-CAM), LAM-1, CR1
FoyRI, RII (CD32) et RIII (CD16)

Récepteurs des facteurs
chimiotactiques:
FMLP R, LTB4 R, PAF R,
IL-8/NAP-1 R, MIP-1 R,
NAP-2, gro/MIP-2, ENA 78

Les molécules
bactéricides:
Metabolites toxiques de
1'02, NO-
MPO
Lysosyme
Lactoferrine
CAP 57
Défensines

Figure 6. Les récepteurs et les médiateurs impligues dans les fonctions effectrices
du neutrophile (image de microscopie a balayage représentant un
neutrophile au contact d'une hématie, avec la permission du Dr. Sharon)
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neutrophiles, ne transmet pas un signal induisant les processus de phagocytose et d’endocytose
alors que quand il est de nature transmembranaire, comme dans les macrophages et les cellules de
Langerhans, il est capable de déclencher I’endocytose d’immuns complexes (Fridman ez al.,

1992).

Fonctions des neutrophiles
En réponse aux différents stimuli, les neutrophiles subissent toute une série de transformations

que ce soit au niveau du cytosquelette membranaire ou au niveau de leur activité métabolique.

Phénoméne de dégranulation des neutrophiles.

Lors du processus de phagocytose, des médiateurs essentiellement enzymatiques présents dans
les granules du neutrophile sont déchargés a l'intérieur du phagolysosome. Les constituants des
granules des neutrophiles et leur rle sont résumés dans le Tableau II.

Parmi ces constituants, certains sont les cibles des auto-anticorps anti-cytoplasme des
neutrophiles (ANCA) (Jennette et al., 1990). Ces ANCAs sont dirigés principalement contre la
protéinase 3 (C-ANCA) (Goldschmeding et al., 1989) ou contre la myéloperoxidase MPO (P-
ANCA) (Falk and Jennette, 1988). Ces autoanticorps ont un intérét diagnostic et pronostique au
cours des différentes vascularites systémiques (Savage et al., 1987), notamment des
granulomatoses de Wegener (Van der Woude et al., 1985) et de glomérulonéphrite nécrosante a
croissants (Falk and Jennette., 1988). Par ailleurs, ces ANCAs sont capables d'activer les
neutrophiles et d'induire des 1ésions nécrotiques par libération de médiateurs toxiques pour les

neutrophiles et par activation du métabolisme oxydatif.

Les activités métaboliques.
La phagocytose est un processus exigeant beaucoup d'énergie et qui est compensée par deux
types d'activités métaboliques: 1'activité métabolique dépendante de 1’oxygeéne ("'respiratory burst")

et I'activité indépendante de la consommation d'oxygene (Tableau III).
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Tableau 11. Les constituants des granulations des polynucléaires neutrophiles
(d'aprés Borregaard, 1988)

Granulations Granulations Granulations
I aires II aires sécrétions
(azurophiles, a) (spécifiques, B)
Sérine * Protéinase 3
Protéases * Cathepsine G
neutres * FElastase
Metalloproteinases Collagénase Gélatinase
Enzymes * Myeloperoxydase * Lactoferrine
bactéricides Lysosyme Lysozyme
Protéines * CAPS7
bactéricides Défensines
Azurocidine
Hydrolases acides N-acétyl-3-

Autres

glucosaminidase
Cathepsine f3
Cathepsine D

-glucuronidase

3-glycérophosphatase

o-mannosidase

Protéine liant la
vitamine D
Cytochrome ¢
Flavoprotéine
Récepteur pour le
FMLP
CR3

Cytochrome ¢
Flavoprotéine
Récepteur pour le
FMLP
CR3

* Cibles antigéniques des ANCAs de spécificité de type C (répartition cytoplasmique) ou de
type P (répartition périnucléaire) visualisable en immunofluorescence indirecte sur lame
fixée a 1'éthanol. Certains n'ont pas de spécificité donnée.
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Tableau Ill. Les systémes anti-microbiens des neutrophiles.

Oxygene dépendant Oxygéne indépendant
MPO dépendant
MPO plus halogénure Lysozyme
plus H202 Lactoferrine
o Protéines cationiques
MPO indépendant

Hydrolases lysosomales
Protéases neutres
Yacuole de phagocytose
Environnement acide

Anion superoxyde 02-
Radical hydroxyl OH-
Oxygene singulet 02
Peroxyde d'hydrogéene H202
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L'activité métaboli épendante de 'oxygén

Elle regroupe toute une série de réactions oxydatives: consommation d'oxygene, catabolisme du
glucose par la voie de I'hexose monophosphate et génération des radicaux libres dérivés de
l'oxygene (Figure 7). L'adhésion de particules a la surface des neutrophiles active 1a NAD(P)H
oxydase qui est accessible au NADP(H) cytosolique et a I'oxygene moléculaire externe. Ce dernier
se réduit en ion superoxyde O2°, se dismute de maniére spontanée ou induite par la superoxide
dismutase en peroxyde d'hydrogéne H202, puis se transforme secondairement en radicaux
hydroxyde OH et en oxygene singulet O2. L'effet toxique de ces radicaux libres dérivés de
l'oxygene, et principalement I'H202, s'opére soit directement soit en association avec le systeme
des peroxydases phagocytaires telles que la myéloperoxydase (MPO) pour les granulocytes et la
peroxydase spécifique des éosinophiles (EPO). Sous l'effet de ces peroxydases et des ions
halogeénes (I, CL"), une partie de I'H2O2 se transforme en ions CLO" fortement toxiques.

Ce phénomene d'activation métabolique respiratoire intervient lors de toute stimulation des
neutrophiles par des composés divers tels que le FMLP ou la fraction C5a du complément, des
complexes immuns ou des anticorps.

Outre leur capacité d'inactiver les bactéries, les radicaux libres de I'oxygeéne peuvent également
exercer leur effet toxique envers d'autres agents pathogeénes: parasites, cellules tumorales ainsi
qu'envers les propres cellules de l'organisme (hématies, plaquettes, cellules endothéliales,
fibroblastes, voire lymphocytes).

L ¢m éricidie indépendan l'oxygen

11 est plus limité en terme d'activité. 1l met en jeu des médiateurs tels le lysosyme, la lactoferrine
et les hydrolases. Le lysosyme, une des enzymes les plus abondantes des neutrophiles, est trés
spécifique vis a vis de bactéries & Gram* saprophytes. Par contre, la lactoferrine des granules
spécifiques rend le fer non disponible aux bactéries qui en ont besoin pour leur développement.
Elle est efficace contre les Staphvlocoques et les Coliformes. Elle peut aussi €tre active dans la
modulation du fonctionnement des neutrophiles, macrophages et lymphocytes. Les protéines
cationiques telle la CAP57 (Pereira er al., 1990) et les hydrolases ont aussi une activité anti-

bactérienne.
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Les polynucléaires neutrophiles

Role des neutrophiles dans les manifestations allergiques

L'afflux des neutrophiles dans les sites de la réaction allergique tardive est moins intense que
celui des éosinophiles. La contribution des neutrophiles a cette pathologie peut étre évoquée par le
relargage de médiateurs des granules azurophiles et spécifiques (Zweiman et al., 1990) et par la
production de médiateurs lipidiques.

Les médiateurs lipidiques sont les produits de I'oxygénation de l'acide arachidonique et du
lyso-PAF. L'acide arachidonique, via la cyclooxygénase, donne naissance aux thromboxanes et
aux prostaglandines. Une autre voie métabolique de 1'acide arachidonique résulte de 1'action d'une
lipooxygénase qui donne naissance aux HPETE et aux leucotriénes. Les neutrophiles produisent
essentiellement du LTB4 et semblent €tre également capables de synthétiser du PAF. La
production des médiateurs du polynucléaire neutrophile peut étre déclenchée par les facteurs
chimiotactiques eux-mémes, la protéine majeure de 1'éosinophile ou MBP (Moy et al., 1990) ainsi

que diverses cytokines inflammatoires (MIP-1, IL-8, TNFa).
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CHAPITRE I11.

LES MOLECULES FIXANT L'IgE

Dans les situations d'allergie ou de parasitose, 1'€1évation du taux d'IgE apparait associée a une
expression accrue de récepteurs pour 1'IgE. Ces récepteurs ont €té identifi€s a la surface de
nombreuses populations cellulaires, locales ou recrutées, qui sont les cibles directes et indirectes
de l'activation IgE-dépendante. L'intéraction de ces IgE liés aux mastocytes et basophiles avec
l'allergéne se révele étre le mécanisme de déclenchement du relargage par les mastocytes de
médiateurs de I'hypersensibilité de type 1. Une telle intéraction est également observée avec les
cellules inflammatoires telles que les monocytes, macrophages, plaquettes et €osinophiles
sanguines.

Outre son role néfaste dans les phénomeénes d'hypersensibilité de type I qui est di & une
dégranulation de médiateurs spasmogenes ou toxiques par les cellules effectrices (basophiles /
mastocytes, cellules inflammatoires), I'I[gE peut également jouer un rdle bénéfique dans les
maladies parasitaires en collaboration avec diverses populations cellulaires inflammatoires et en
particulier, les éosinophiles. Des arguments épidémiologiques récents ont pu conforter I'hypothése
d'une relation entre la présence d'anticorps IgE dirigés contre les vers adultes et la résistance

acquise a la réinfection (Hagan et al., 1991; Rihet et al., 1991; Dunne et al., 1992).

L'IgE

Comme toutes les immunoglobulines, 'IgE est une glycoprotéine composée de deux chaines
lourdes et de deux chaines 1égeéres. La chalne € a un poids moléculaire de 72,5 kDa et se répartit en
4 domaines constants (Figure 8). Des clivages enzymatiques de 1TgE peuvent libérer les fragments
F(ab)2 (domaines Cel et Ce2), Fc (domaine Ce2, Ce3 et Ced) et Fc" (Ce2). Deux caractéristiques
essentielles des IgE sont leur thermolabilité et leur aptitude a se fixer a de nombreuses populations

cellulaires par leur fragment Fc et plus précisément par les domaines Ce3.
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Le contrdle de la production des IgE est a la fois d'ordre cellulaire (lymphocytes T) mais
également d'ordre moléculaire (contrdle par les geénes de la réponse immunitaire Ir et par les génes
non associé€s au complexe majeur d’histocompatibilité ou CMH). Les médiateurs responsables de
I'équilibre de la réponse IgE sont essentiellement 1'IL-4, activatrice de la syntheése d'IgE et a
I'inverse, I'IFN-vy, inhibiteur de cette synthé¢se IL-4 dépendante. Un défaut de production de
I'IFN-y par les lymphocytes T provoque une hyperproduction de 1'IgE. Par ailleurs, certains
adjuvants tels que I'hydroxyde d'alumine et le Bordetella pertussis induisent également une
réponse anticorps de type IgE. L'IgE, par elle-méme, rétrocontrdle positivement sa syntheése par sa
fixation sur son récepteur spécifique FceRII dont la forme soluble sCD23 est active sur le

lymphocyte B.

L'IgE, sous sa forme libre ou complexée a l'allergéne, se fixe au moins a deux types de
molécules. Il s'agit d'une part des molécules définies comme étant des récepteurs avec leur
domaine transmembranaire (FceR) et d'autre part, des molécules capables de fixer a la fois 1TgE et
des carbohydrates (lectines de type C et de type S). Deux types de récepteurs spécifiques pour
I'IgE, désignés par FceRI et FceRII, different entre eux par leur affinité pour 1'IgE, leur
distribution cellulaire et leur structure moléculaire. Le récepteur FceRII qui fixe 1'IgE fait

également partie de la famille des C-lectines.
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Les récepteurs pour L'IgE

Le récepteur de type I, FceRI.

De trés forte affinité (Ka= 109-1010 L/mole), le récepteur pour 1'IgE (FceRI) des mastocytes
(300 a 700,000 récepteurs par cellule) et des basophiles (30,000 a 100,000 récepteurs / cellule) est
un tétramere constitué de l'association de trois chaines glycoprotéiniques: afy2 (Metzger, 1992).

Plus récemment, une définition moléculaire de ces 3 sous-unités a été établie par le clonage des
ADNc correspondants. Seule la chaine a (55 kDa), formée de 2 domaines o1 et a2, est impliquée
dans l'interaction avec I'IgE (rapport 1:1) (Figure 8). Cette chaine présente des homologies de
séquence nucléotidique avec les récepteurs pour le fragment Fc des I1gG. La chaine B (33 kDa)
comporte 4 séquences transmembranaires et posseéde des homologies avec la molécule CD20
(Ravetch and Kinet, 1991). La chaine y présente des similitudes avec la protéine CD3{ (Miller et
al., 1989). Ces deux chaines sont impliquées dans la délivrance du signal activateur et peuvent
s'associer a d'autres protéines, en particulier avec le FcyRIII/CD16 ou le TCR (T cell receptor). De
plus, le FceRI apparait étre associ€ a un canal calcique Ca2+ de 100 kDa activable par la fixation
de I'TgE sur son récepteur (Metzger, 1992).

La reconnaissance de I'IgE par la chaine o du FceRI implique les acides aminés 301 a 368 des
domaines Ce2 et Ce3 (Helm ez al., 1988; Gould et al., 1991) (Figure 8). Cette interaction IgE-
récepteur augmente la demi-vie du récepteur & la membrane cellulaire et le protege de l'action des
enzymes protéolytiques. Récemment, la construction d’une molécule d’IgE formée de domaines
humains et murins a permis de démontrer que le récepteur murin fixe 1’IgE par son domaine Ce3
(Nissin et al., 1991).

La fixation des anticorps IgE dirigés a leur allergene spécifique, provoque l'agrégation des
récepteurs FceRI adjacents, qui déclenche une série d'événements transductionnels initiée par une
hypothétique protéine G et une protéinase K, aboutissant a la dégranulation des mastocytes /
basophiles s'accompagnant du relargage des médiateurs intervenant dans les phases précoces de
I'hypersensibilit€ de type I, tels que l'histamine, les prostaglandines, les leucotriénes et plus

tardivement des lymphokines (IL-4, IL-5 et IL-6) (Figure 1). Des facteurs chimiotactiques pour les
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éosinophiles (ECF) et les neutrophiles (NCF) sont également libérés entrainant ainsi un

recrutement de ces 2 types cellulaires au niveau du site inflammatoire.

papaine
IgE .
PEPSINE  chafine
% / oligosaccharidigue
LLD——————— 70ne de Haison
domaine de type "I1g"
FceRl

membrane

Fiqure 8. Interaction de 1'lgE monomérique avec le récepteur de forte affinité pour
I'lgE, FceRl des basophiles et mastocytes.
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Le récepteur de faible affinité, FceRII/CD23.

La technique des rosettes a permis la découverte des récepteurs pour I'IgE sur des populations
cellulaires autres que les basophiles et les mastocytes. Les cellules lymphoides (Lawrence et al.,
1975) expriment a leur surface des récepteurs de faible affinité pour le fragment Fc des IgE
(FceRII, Ka= 106-107 I/mole). 11 a été démontré que le FceRII des cellules B est identique
l'antigéne de différenciation CD23 (Yukawa et al., 1987, Bonnefoy et al., 1987). Depuis,
FceRII/CD23 a été décrit sur de nombreuses populations cellulaires telles que les éosinophiles
(Capron et al., 1981), les monocytes / macrophages (Joseph et al., 1986b), les cellules T (Yodoi
et al., 1979a), les cellules de Langerhans (Bruynzeel-Koomen et al., 1989; Bieber etz al., 1989),
certaines lignées NK (Yodoi et al., 1985) et certaines cellules épithéliales, notamment dans le

thymus (Rousselet ez al., 1991).

Structure biochimique.

Le FceRII/CD23 humain est composé d'une seule chaine glycoprotéique de 45 kDa avec des
sites de glycosylation (N- et O-glycosylation) et quelques résidus d'acide sialique (Figure 9). Des
études biochimiques ont permis de révéler la présence de molécules de plus petite taille (37, 33,
25-27, 12-16 kDa) désignées sous le terme de molécules FceRII/CD23 solubles (Nakajima et al.,
1986 et 1987). Une molécule de 80-90 kDa, provenant probablement de la dimérisation du
FceRII/CD23, est également retrouvée. Les fragments solubles de 37, 33 et 25 kDa libérés par
clivage protéolytique conservent leur capacité a lier 1'IgE (Letellier ez al., 1989). La région
peptidique du FceRII/CD23 fixant I'IgE se localise au niveau du domaine d'homologie avec les
lectines (Bettler et al., 1989a). 1l est a noter que 1’IgE non glycosylée se fixe sur le FceRII en
impliquant les domaines Ce2-Ce4 de I'IgE (Vercelli et al., 1989).

Récemment, le FceRII/CD23 murin a été mise en évidence. Il s'agit d'une sialoglycoprotéine de
49 kDa possédant plusieurs sites de N-glycosylation (Conrad et al., 1984, 1988). La présence de
molécules solubles (38, 28 et 25 kDa) a été également retrouvée mais contrairement a leurs

homologues humains, ces fragments ne sont pas capables de fixer 1'IgE (Keegan et al., 1987).
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domaine lectinique
COOH—RG
-— 25 kDa
3 domaines -«4+— 33 kDa
réepétés de 21 AA - 37 kDa
N glycosylation

membrane

NHZA NHZ2

Formea Formeb

FceRII
humain
domaine lectinigue
28 kDa—» 4 domaines
répétés de 21 AA
38 kDa—»
2 sites de
(C N glycosylation

< membrane
C

Forme a

FceRI1I
murin

Figure 9. Représentation schématigue des récepteurs de faible affinité FceR1l
pour 1'IgE chez 1'homme et chez la souris. Les fragments solubles
sFceRIl sont produits par clivage protéolytique.
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Structure nucléotidique et génomique.

L'ADNc du FceRII/CD23 humain a été cloné et exprimé par plusieurs équipes (Kikutani et al.,
1986a; Koichi et al., 1987; Ludin et al., 1987). Sa taille est de 1,5 kb avec un cadre de lecture
ouvert codant pour une protéine de 321 AA et de 37 kDa de masse théorique (Figure 10). Cette
séquence prédit une protéine transmembranaire (TM) a orientation inversée avec un domaine
cytoplasmique court (23 AA) du c6té de l'extrémité NH2 terminale et un domaine extracellulaire
long (277 AA) séparés par une région hydrophobe transmembranaire de 21 AA. Cette orientation
classe ainsi le FceRII/CD23 dans la catégorie des protéines membranaires de type II (Singer ez al.,
1987), comme les récepteurs pour l'asialoglycoprotéine (ASPG-R) et la transferrine (Spiess et al.,
1985; McClelland et al., 1984). La partie extracellulaire présente un domaine de 120 AA
homologue a celui des lectines animales (C-lectines) constituant le site de liaison de 1'IgE. Les 3
zones extracellulaires répétitives de 21 AA chacun peuvent former un domaine globulaire replié en
double hélice permettant ainsi la dimérisation des récepteurs. Le FceRII/CD23 humain contient un
motif Asp-Gly-Arg (DGR), séquence inversée de 1'adhésiotope RGD commun 3 la plupart des
intégrines. Des comparaisons de séquences ne mettent en €vidence aucune analogie avec les
membres de la superfamille des immunoglobulines ni des lectines de type S.

Récemment, deux especes de FceRII/CD23 (FceRlIla et FceRIIb) ont été identifiées (Kikutani et
al., 1986b; Yokota et al., 1988). La comparaison de ces deux séquences d'ADNc révele une seule
différence dans la région cytoplasmique (5' non codant). Les parties extracellulaires (COOH
terminale) hydrophobes sont identiques alors que la portion intracellulaire (NH2 terminale) différe
selon l'espece du FceRII/CD23 (Figure 10). Cette différence de 7 AA semble étre diie & une
initiation de la transcription en des sites différents localisés entre les exons 2 et 3 du FceRIIa ou a
une maturation alternative du messager (Suter et al., 1987). L'expression du FceRIla est
constitutive chez les lymphocytes B normaux et les lignées cellulaires B, alors que le FceRIIb n'est
présent qu'aprés une induction par I'IL-4 des cellules B, des monocytes U937, des lignées T
(TCL, Fuj2) et des cellules EoL3 (lignée €osinophilique non différenciée). Ces résultats suggerent
que la portion intracellulaire du récepteur pour 1'IgE jouerait un role important dans la définition
des fonctions du FceRII/CD23. Ainsi, seule la forme FceRIIb transfectée a des macrophages, est
capable d'induire la phagocytose IgE-dépendante des macrophages (Kikutani and Kishimoto,

1990).
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Le FceRII/CD23 murin a également été cloné (Bettler ez al., 1989b; Gollnick et al., 1990).
L'homologue murin est similaire au FceRIIa humain en séquence nucléotidique, en taille, et en
orientation membranaire (Figure 10). Par contre, il posséde quatre domaines répétitifs de 21 AA et
la séquence DGR présente dans le domaine carboxyterminal du FceRII/CD23 humain n'est pas
retrouvée dans le FceRII/CD23 murin. La présence des FceRII/CD23 alternatifs murins n'a pas été
reportée, ce qui laisse supposer l'absence d'expression du FceRII/CD23 par les cellules

proinflammatoires.

L'organisation génomique du FceRII[/CD23 humain a ét€ également définie (Suter et al., 1987)
(Figure 10). Elle s'étend sur 13 kb comprenant 11 exons et le géne du FceRII/CD23 n'est présent
qu'a une seule copie dans le génome. L'exon 2 contient le site d'initiation de la tranduction du
FceRIla. Les exons 5, 6 et 7 codent pour les 3 séquences répétitives de 21 AA. La conservation
des résidus cystéines dans certaines lectines, laisse a penser que le domaine de fixation des
carbohydrates du FceRII/CD23 présente une structure secondaire similaire au récepteur pour

I'ASPG (Gollnick er al., 1990).

Le géne du FceRII/CD23 murin a également été séquencé et présente de fortes similitudes avec
son homologue humain (Richards et al., 1991) (Figure 10). Additionnellement, les domaines
lectiniques et non lectiniques sont séparés par des séquences répétées trés denses incluses dans un
intron de grande taille (4,1 kb). La présence de certaines structures telles que des poly-(GT)n
laisse a penser que ces genes ont des prédispositions pour des événements de reconnaissance et de
transposition (Slighton et al., 1980; Nishioka et al., 1980). Juste apres l'exon 1, les geénes
FceRII/CD23 humains et murins présentent une zone riche en GC, connue comme étant des
séquences de régulation trés importantes (Suter et al., 1987; Richards et al., 1991). De plus, des
domaines "doigts de zinc" contenant des facteurs transcriptionnels sont également identifiés
(Nardelli et al., 1991; Rauscher ez al., 1990). La région proximale du promoteur est flanquée par 2
régions de 188 pb répétées et inversées: une région localisée au niveau de l'intron 1 et l'autre
région a -243 de l'initiation de la translation (Suter et al., 1989). Ces zones de 188 pb ne sont pas
retrouvées chez I'homologue murin. Deux séquences Alu-1 (homologue du motif répétitif B1
murin) juxtaposent les zones répétées inversées. Des boites "X" et "Y" et des éléments de réponse

pour le TPA (TRE, TPA-responding element), séquences fonctionnelles au niveau des génes des
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antigénes de classe II du CMH, sont également retrouvés au niveau du promoteur (Benoist and
Mathis, 1990). Ainsi, ces observations peuvent expliquer la régulation du FceRII/CD23 et des
antigénes de classe Il du CMH en parallele dans les lymphocytes B, tout particuliérement sous les
effets de 1'IL-4 et de I'TFN-y (Noelle et al., 1984; Roehm ez al., 1984). Les motifs TRE (ou AP-1)
sont des cibles de la transactivation par les oncoprotéines c-Fos et c-Jun (Gaub ez al., 1990) et par
les récepteurs pour la vitamine D3 (molécule inhibant 1’expression du FceRII/CD23 des

macrophages) (Schiile ez al., 1990).

Régulation de l'expression du FceRII/CD23

Plusieurs situations pathologiques, en particulier le syndrome d'hyper-IgE et les allergies, sont
associées a une augmentation de l'expression du FceRII/CD23 (Nagai et al., 1985). Des
observations similaires ont été reportées pour le récepteur pour 1'IgE chez les patients
hyperéosinophiliques (Capron et al., 1981). L'augmentation du FceRII/CD23 peut étre
accompagnée d'une augmentation de la libération des molécules FceRII/CD23 solubles.
(Delespesse et al., 1989). De récents travaux décrivent une régulation de l'expression du
FceRII/CD23 par des cytokines, en plus de celle induite par I'IgE. L'exposition des cellules
FceRII/CD23 positives a de fortes concentrations d'IgE a été associée avec une élévation du taux
d'expression du FceRII/CD23 (Yodoi et al., 1979b; Chen et al., 1981). L'IgE ne semble pas
augmenter l'expression du FceRII/CD23 sur les cellules B (Lee er al., 1987), ni stimuler la
synthese du FceRII/CD23 des lignées monocytaires, €osinophiliques (EoL-1 et EoL-3) ou lignées
cellulaires T mais protege le récepteur occupé des effets des enzymes protéolytiques (Naray-Fejes-
Toth and Guyre, 1984; Hosoda et al., 1989; Kawabe et al., 1988). L'IL-4 augmente 1'expression
du FceRII/CD23 sur les cellules B normales, de méme qu'une accumulation du messager
correspondant (Defrance er al., 1987; Hudak et al., 1987). De plus, I'IL-4 combiné a d'autres
stimulus tels que les leucotrienes B4 (Dugas et al., 1990) et I'IL-5 (Pene et al., 1988) costimulent
la production du FceRII/CD23. L'IL-2, en présence d'anti-IgM costimule également le
FceRII/CD23. Par contre, I'TEN (o et v) agit de maniere variable suivant le type cellulaire: il induit
l'expression du FceRII/CD23 sur les cellules de Langerhans et sur les monocytes / macrophages

mais supprime l'expression et le relargage du sCD23 sur les cellules B en présence ou non d'1L-4
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(Denoroy et al., 1990; Galizzi et al., 1988). De méme que I'IFN, les PGE2 (Defrance et al., 1987,
Galizzi et al., 1988), le TGFB et les glucocorticoides (Delespesse et al., 1989) sont capables de
moduler de maniére négative l'expression du FceRII/CD23. Par ailleurs, 1’induction du
FceRII/CD23 par I’IL-4 est plus importante en présence de costimulants comme 1’anti-IgM, le
LPS, et le SAC (Staphylococcus aureus Cowan I), aussi bien qu’en présence de lymphocytes T ou

de leur surnageants de culture (Delespesse et al., 1989; Conrad et al., 1988).

Distribution cellulaire.

Les lymphocytes B. Chez ’homme, les lymphocytes B CD5+ et CDS5- expriment le CD23
(Hivroz et al., 1989). En revanche, chez la souris, les cellules B Ly-1+ (équivalent murin du CDS5)
sont CD23-, alors que la présence du CD23 semble étre un marqueur sélectif des précurseurs B
secrétrices des IgE (Kéhry and Hudak, 1989a; Lebrun et al., 1988). Le CD23 est exprimé par
90% des lymphocytes B [+, 0+ et pas par les lymphocytes qui ont commuté en IgG ou IgA
(Suemura et al., 1986; Kikutani et al., 1986b; Hudak et al., 1987). Le CD23 est exprimé en faible
densité par la majorité€ des B circulants. Par ailleurs, les cellules B transformées comme les lignées
cellulaires RPMI 8866 (sécrétrices des IgG) peuvent exprimer le CD23 aprés le switch (Sarfati ez
al., 1984a; Ludin et al., 1987; Kikutani et al., 1986b; lkuta et al., 1987). Dans certains cas, les
cellules B malignes de patients atteint de leucémies lymphoides chroniques coexpriment des IgA
ou des IgG de surface et du CD23 bien qu’il n’y ait pas d’expression de sIgD (Hivroz et al., 1989;
Sarfati et al., 1990). Quant aux cellules B isolées du sang de cordon, elles expriment un niveau
élevé de CD23. Par ailleurs, 1’analyse du cycle cellulaire indique que le CD23 est
préférentiellement exprimé a 1’état d’activation cellulaire précoce Go (Walker et al., 1986; Gordon

et al., 1986; Bonnefoy et al., 1987).

Les lymphocytes T. Des résultats discordants ont été signalés pour 1’expression du CD23 par
les lymphocytes T. Ils sont probablement diis a (1) I'utilisation de différents anticorps 2 affinité
variable; (2) la faible densité du CD23 sur les cellules T, (3) des différences techniques mineures
telles que le temps d’incubation des cellules avec les anticorps ou la température a laquelle les

cellules ont été isolées (Delespesse et al., 1989). Certains laboratoires ne détectent pas de CD23
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(Suemura and Kishimoto, 1987) alors que d’autres signalent une faible proportion de lymphocytes
T humains et murins, essentiellement CD4+ ou CD8+ présentant des sites de fixation pour I’IgE
(Young et al., 1984; Spiegelberg et al., 1985; Thompson et al., 1985). Les lymphocytes T
circulants ou tissulaires et les lymphocytes de patients atteint de la maladie de Kimura (Hyper-IgE
non allergique) ou infectés par HIV (Human Immunodeficiency Virus) présentent le CD23 (Nagai
et al., 1985; Carini et al., 1988a, 1988b). De méme que les lymphocytes T transformés par le
virus HTLV-1 (Human T Lymphocyte Virus-1) expriment spontanément le CD23 (Nutman et al.,

1987, Sarfati er al., 1987).

Les monocytes / macrophages. Les monocytes normaux et les macrophages alvéolaires

fraichement isolés n’expriment pas de FceRII. Par contre, la présence du FceRII a été clairement
démontrée sur les monocytes de patients présentant un syndrome Hyper-IgE (Melewicz et al.,
1980, 1981) et sur les macrophages de patients asthmatiques ou atteints d’alvéolite extrinséque
(Melewicz et al., 1982b; Joseph,et al., 1983; Pforte et al., 1990). 11 a ailleurs été décrit que les

monocytes exprimaient uniquement le messager codant pour le FceRIIb (Yokota et al., 1988).

Les éosinophiles et neutrophiles. Les €osinophiles hypodenses provenant de patients
hyperéosinophiliques présentent a leur surface des sites de fixation pour I'IgE (Capron et al.,
1981). Deux lignées cellulaires €éosinophiliques (EoL-3 et EoL-1) sont capables d'exprimer le
FceRII/CD23 (Yokota et al., 1988; Saito et al., 1985). 1l est & noter que le motif consensus DGR
(de type fibronectine) est retrouvé au niveau de la région COOH-terminale du CD23 des
lymphocytes B et également dans le récepteur pour I'IgE des €osinophiles. De plus, des
communautés antigéniques entre le récepteur pour I'IgE des €osinophiles et le CD23 ont été
décrites (Capron et al., 1985; Grangette et al., 1989).

L’utilisation des anticorps monoclonaux dirigés contre le CD23 des lymphocytes B ne révele
pas la présence de molécules FceRII/CD23 sur les neutrophiles. Toutefois, une interaction entre
les neutrophiles et les anticorps IgE dans un mécanisme de cytotoxicité anti-parasitaire a été décrite

chez la souris (Lopez et al., 1983).
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Autres cellules. Les lignées cellulaires LGL/NK et YT coexpriment le FcyR, le FcaR et le
FceRII (Yodoi et al., 1988). De nombreux laboratoires ont décrit des sites de fixation de I'IgE sur
les cellules NK humaines (Galli er al., 1982; Rosenthal ez al., 1984). Les cellules folliculaires
dendritiques sont particulierement riches en FceRII (Masuda et al., 1989; Johnson et al., 1986).
Les FceRII des plaquettes humains et murines interviennent dans les mécanismes de cytotoxicité
vis a vis des parasites en présence d'anticorps IgE (Joseph et al., 1983; 1986a; 1986¢) grice a la
libération de médiateurs toxiques. Le FceRII est également présent sur les cellules épithéliales
thymiques (Rousselet ez al., 1991), sur les cellules de carcinome nasopharyngé infectées par EBV
(Billaud et al., 1989) et aussi sur les cellules stromales de la moélle osseuse. La présence du
FceRII/CD23 a été décrite sur les cellules de Langerhans. Certains laboratoires signalent que les
cellules de Langerhans de la peau provenant de sujets atteints de dermatite atopique expriment le
FceRII/CD23 en association avec le CD1 (Bruijnzeel-Koomen et al., 1989) alors que d'autres
mentionnent la présence des deux types de récepteur pour 1'IgE: FceRI (Bieber et al., 1992) et

FceRII (Bieber et al., 1989).

Les fonctions du FceRII/CD23
Le FceRII/CD23 peut étre considéré comme une molécule multifonctionnelle, avec toutefois,

une distinction biologique entre la molécule membranaire et les fragments solubles sCD23.

Fonctions du FceRII/CD23 membranaire. .

Role de facteur de croissance, La découverte de l'identité entre le FceRII et 'antigéne de
différenciation des cellules B ou CD23 a représenté la premiére identification du r6le potentiel du
FceRII comme un facteur de croissance pour les cellules B (Yukawa et al., 1987; Bonnefoy et al.,
1987). Différentes études laissent a4 penser que le FceRII présente une activité IL-1-like
(Swendeman et al., 1987) ou qu'il serait le récepteur pour le facteur de croissance de faible poids
moléculaire (BCGF, B Cell Growth Factor) (Guy and Gordon, 1987). Certains auteurs
démontrent que l'activité BCGF est portée par le fragment de 12 kDa (Swendeman et al., 1987) et
d'autres impliquent le fragment de 37 kDa du FceRII (Gordon et al., 1989). Par ailleurs, les

complexes immuns (IgE-antigéne spécifique) sont capables d'augmenter l'expression des
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antigénes du CMH au niveau des cellules B murines au repos et ceci qu'aprés pontage des

FceRII/CD23. Ces résultat sont en faveur du role du FceRII/CD23 comme molécule impliquée

dans la présentation de l'antigéne (Richards et al., 1988).

Role dans la présentation de I'antigéne, La co-augmentation du FceRII/CD23 et des molécules
de classe II du CMH, ainsi que l'association physique de ces 2 types de molécules sur les
lymphocytes B, laissent & penser que les cellules B peuvent présenter des antigénes aux cellules T
auxiliaires via le FceRII/CD23 (Kehry er al., 1989b; Pirron et al., 1990; Richards et al., 1988;
Bonnefoy et al., 1988). La présence d’anticorps IgE a spécificité donnée améliore l'activité
présentatrice de l'antigéne par les cellules B. Ce role du FceRII est également retrouvé au niveau
d'autres cellules FceRII/CD23+, telles les cellules folliculaires dendritiques et les cellules de

Langerhans (Mudde ez al., 1990).

Role dans les défenses immunitaires. Au niveau des monocytes, macrophages, plaquettes et
éosinophiles, le FceRII est impliqué dans les processus de cytotoxicité IgE-dépendante et dans le
relargage de médiateurs déja évoqués dans les chapitres précédents (Capron et al., 1983; Joseph et
al., 1986a; Capron et al., 1987). Il est a noter que pour les éosinophiles, cette cytotoxicité requiert
une association fonctionnelle avec le CR3 (Capron et al., 1987). Par ailleurs, de récentes études
ont démontré que les deux formes du FceRII/CD23 (FceRIla et FceRIIb) possédent des fonctions
différentes (Yokota et al., 1992). Le FceRlIla est impliqué dans les phénomeénes d'endocytose
alors que le FceRIIb est impliqué dans la phagocytose. Par mutation dirigée, il a ét€ décrit que le
résidu Tyr de la région spécifique pour le type a est important pour I'endocytose cependant que les

résidus Asn-Pro de la région spécifique du FceRIIb sont importants dans la phagocytose.

Transduction et signalisation intracellulaire via le FceRII/CD23. La transduction par le
FceRII/CD23 a été récemment étudiée (Kolb et al., 1990). Cette étude suggere que le
FceRII/CD23 est connecté a la voie de signalisation liée au phosphoinositol grice au composant

GTP-dépendant. Il semblerait que le FceRII/CD23 soit associ€ & une protéine tyrosine kinase.

Fonctions des fragments solubles.
Production de I'TgE. A cause de I'existence de nombreuses cytokines potentialisatrices pour la

production de 1'IgE, le role propre du FceRII/CD23 reste encore imprécis. Toutefois plusieurs
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résultats suggerent que le FceRII ou les fragments solubles jouent un rdle important dans la
synthése de I'IgE et ceci probablement en étroite interaction avec les cytokines IL-4 et IFN. Ainsi,
les FceRII/CD23 solubles provenant des cellules B CD23+ sont capables de stimuler la synthese
de I'IgE (Sarfati et al., 1984a et 1984b). La complexation des FceRII/CD23 solubles par des
anticorps anti-FceRII inhibe la synthése de I'IgE induite par I'TL-4. Il s'agirait d'une inhibition du
relargage des FceRII/CD23 solubles (Pene ez al., 1988; Sarfati and Delespesse, 1988).

Par contre, chez la souris, le sCD23 est sans effet sur la synthése de I'IgE (Conrad et al.,
1988). La fixation des complexes immuns & 1'IgE sur le FceRII/CD23 pourrait favoriser son
internalisation et sa dégradation au détriment de la production des FceRII/CD23 solubles, ce qui
conduirait a une inhibition de la synthese de 1'TgE. Comme il existe des anticorps anti-IgE dans le
sérum des patients présentant des allergies cutanées ou respiratoires, un tel mécanisme pourrait

donc étre opérationnel in vivo.

Role dans la différenciation, L'utilisation des molécules FceRII solubles recombinantes a
permis de démontrer que les sFceRII, seuls ou associés a de 1'anti-}, permettent la fixation de
I'IgE, mais ne possédent pas d'activité BCGF (Uchibayashi et al., 1989). Par contre, les sCD23
étaient capables d'induire la maturation des prothymocytes humains en synergie avec 1'IL-1
(Mossalayi et al., 1990a). Un tel effet prolifératif et de différenciation des sCD23 a été observé sur
les précurseurs myéloides vers la voie des basophiles (Mossalayi et al., 1990b). Toujours en
association avec 1TL-1, les fragments de 25 kDa du FceRII/CD23, produits par les cellules
folliculaircs dendritiques, agissent négativement sur l'apoptose des cellules B du centre germinatif
(Liu et al., 1989) et au contraire, ils induisent en présence d’IL-1, la différenciation des cellules B

en plasmocytes (Liu et al., 1991).

Role dans l'adhérence et la migration cellulaire. L'addition de sCD23 purifié sur des cellules

monoblastiques U937 inhibe la migration spontanée des cellules. Cette inhibition de la migration
est levée en présence d'anticorps anti-CD23 (Flores-Romo et al., 1989). La séquence consensus
RGD du FceRII/CD23 interviendrait dans les phénomenes d'adhérence. 1l est également & noter
que le FceRII/CD23 présente des homologies, au niveau du domaine lectinique, avec des

récepteurs de domiciliation des lymphocytes (MEL-14, LAM-1, ELAM-1).
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Le recrutement des polynucléaires au niveau du site de I'inflammation met en jeu des facteurs
chimiotactiques mais également des phénomenes d'adhérence avec l'endothélium vasculaire. La
reconnaissance et l'adhésion cellulaire sont des événements essentiels dans une variété de
phénomenes biologiques telles que la migration cellulaire, la formation d'organes, la phagocytose

ou la destruction de cellules cibles et la formation de métastases.

Cette reconnaissance intercellulaire est médiée par 2 types de molécules: des molécules
membranaires et des lectines solubles. Ces derniéres sont des protéines ou glycoprotéines qui
reconnaissent spécifiquement et de maniére non covalente des résidus glucidiques (Sharon and
Lis, 1989a). I1 a été bien défini que toutes les cellules portent des carbohydrates a leur surface sous
forme de glycoprotéines, glycolipides et polysaccharides. La diversité des structures glucidiques
est biologiquement significative, puisque dans certains cas, les carbohydrates peuvent modifier les
activités des protéines et sont considérés comme des marqueurs de différenciation cellulaire, de

développement et des états pathologiques (Rademacher, 1988).

A l'origine, les lectines furent isolées a partir de végétaux, ou on les trouve en quantité
importante dans de nombreuses graines, mais elles ont ensuite été mises en évidence dans tous les
types d'organisme, & la surface ou a l'intérieur des cellules. Typiquement, les lectines et les
carbohydrates complémentaires sont localisés a la surface des cellules opposées, qui peuvent étre
ou non du méme type cellulaire (Tableau IV). Les cellules peuvent également interagir via des
ponts formés par des glycoprotéines solubles qui se fixent aux molécules lectiniques de la surface
cellulaire. Alternativement, les lectines peuvent se combiner avec des carbohydrates des
composants insolubles de la matrice extracellulaire qui permettent 1'adhésion cellule-substrat. De
plus, les lectines solubles peuvent se comporter comme des ponts en se fixant sur les
carbohydrates des cellules opposées. La dépendance des carbohydrates dans les interactions
intercellulaires peut étre démontrée par des méthodes variées telles que 1'inhibition avec les sucres
ou les glycoconjugués, I'augmentation ou l'inhibition par modification chimique des carbohydrates

membranaires, ou l'utilisation de cellules mutantes pour les carbohydrates de surface.
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Tableau |Y. Difféerent modeles d'interaction cellule-cellule et cellule-molécules médiée
par les lectines (d'aprés Sharon and Lis, 1989b).

Homotypigue Heétérotypique

550
Dl T
O--0/O B0
@—‘fa/j_@@—lj— 3 @_}'ﬁ_ B

Hétérophiligue

O D cellules; ® m sucres; — —{ lectines de surface; X lectine soluble;

;_\/ /%/ glycoprotéines solubles,
u ®
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La spécificité et le role des lectines ont ét€ mis en évidence dans de nombreux systémes tels que
dans les processus d'infection par des virus, bactéries, et protozoaires, dans les processus de
différenciation, de migration cellulaire et dans les phénomenes de cytotoxicité et de formation de
métastases. La spécificité de certaines lectines impliquées dans la reconnaissance cellulaire est

résumée dans le Tableau V.

Dans les phénoménes de cytotoxicité, il a été€ démontré que les lectines spécifiques pour le
galactose et l'acide sialique (N-acétyl galactosamine) sont impliquées dans le processus
d'élimination des érythrocytes agés du systéme circulatoire et ceci par les macrophages et les
hépatocytes (Ashwell and Harford, 1982). Ainsi, ces carbohydrates apparaissent comme étant les
responsables de la capacité des macrophages activés a distinguer les cellules tumorales des cellules
normales et de ne tuer que spécifiquement les cellules cibles. Il s'aveére que seuls les macrophages
activés posseédent ces carbohydrates a leur surface alors qu'ils sont absents sur les macrophages
quiescents. Des lectines membranaires a spécificité autre que le galactose ont été isolées a partir de
différentes cellules animales: lectine hépatique de poulet (N-acétyl glucosamine), ou lectine des
cellules Kupffer de rat (L-fucose) (Drickamer, 1988). Les lectines membranaires présentent de
fortes homologies entre elles au niveau du domaine de fixation des carbohydrates (CRD). Des
lectines spécifiques pour le mannose et la N-acétylglucosamine de macrophages semblent jouer un
role dans la fixation et la phagocytose (lectinophagocytose) de microorganismes tels que les
promastigotes de Leishmania donovani (Blackwell et al., 1985) ou les trypomastigotes du parasite

Trypanosoma cruzi.

Une autre fonction possible des lectines animales est le controle de la différenciation et de Ia
formation d'organe. Différentes des lectines membranaires précédemment décrites, les lectines 2
spécificité pour le B-galactoside (12 4 16 kDa et 34 kDa) présentent entre elles des homologies de
séquences considérables (Drickamer, 1988). Il a été démontré que la localisation cellulaire des
lectines spécifiques pour le 3-galactoside change au cours du développement. Tel est le cas de la
lectine I de poulet qui est concentrée dans le cytoplasme au niveau des muscles, et externalisée lors
de la maturation. Une fois a l'extérieur de la cellule, la lectine peut médier des intéractions cellule-
matrice et cellule-cellule par fixation de protéoglycanes (constituants de la surface cellulaire et la

matrice extracellulaire). Par ailleurs, des lectines spécifiques pour le B-galactoside trouvées dans
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Tableau Y. Spécificité des lectines impliquées dans la reconnaissance cellulaire
(d'aprés Sharon and Lis, 1989a).

Rdle fonctionnel Spécicité glucidique| PM (kDa) Origine

Lectinophagocytose Mannose 175 Macrophages de rat,
lapin et humains

Domiciliation des Man-6-P 80-90 Lymphocytes péritonéaux
lymphocytes murins

Contrdle de la
maturation B-Galactosides 15 Thymus de poulet
des thymaocytes

Elimination des
cellules Gal/GalNAc 45-60 Macrophages péritonéaux
tumorales murins

Compaction des

filaments Mannose 31,5 Cerveau de rat
de mygline
Métastases B-Galactosides 34 Mélanome et autres
’ cellules
cancéreuses
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I'épithélium du thymus sont probablement responsables du maintien des thymocytes & 1'état
immature dans le cortex thymique par fixation des résidus galactosides a la surface de ces cellules
(Levi and Teichberg, 1983; Sharon, 1983). Au niveau du thymocyte mature, les résidus galactose
sont masqués par attachement de l'acide sialique et les cellules perdent ainsi leur capacité a lier des

lectines. Les thymocytes sont alors libres de migrer vers la zone médullaire thymique.

D'autres lectines spécifiques pour le B-galactoside (14,5 et 34 kDa) sont retrouvées a la surface
des cellules tumorales incluant des mélanomes, des carcinomes et des fibrosarcomes. L'expression
de ces lectines, mesurée par test d'agrégation des cellules en présence de 1'asialofétuine ou par
fixation d'anticorps spécifiques pour cette lectine, correle avec la potentialité de cellules tumorales
a faire des métastases (Raz et al., 1987). Ainsi, dans un but diagnostique, les profils de
distribution des lectines et des carbohydrates des cellules normales seront comparés avec ceux des

cellules tumorales dans l'espoir de trouver des variations lectiniques.

La premiére étape de la migration des cellules est une intéraction adhésive entre les cellules
migrantes et les cellules endothéliales. Cette intéraction semble étre inhibée par le L-fucose et le
mannose-6-phosphate de méme que par un polymere du L-fucose (fucoidine) (Stoolman et al.,
1983). La lectine impliquée dans la reconnaissance lymphocytes - cellules des organes
lymphoides, est une glycoprotéine de 90 kD (MEL 14) contenant un domaine trés homologue avec

les lectines membranaires telles que les lectines hépatiques (Lasky et al., 1989).

En réalité, la reconnaissance requiert une multiplicité de lectines & spécificité distincte, et
d'autres molécules appartenant aux familles des intégrines, des sélectines, ou des molécules
apparentées aux Ig (Figure 11). La coopération de ces diverses molécules existant a la surface d'un
méme type cellulaire contribue 2 la reconnaissance cellulaire, a la force physique de 1'adhérence et
a la transduction de signaux intracellulaires via le cytosquelette. Ainsi, ces différentes molécules a
potentialité lectinique ont été classées dans plusieurs catégories, dont deux d'entre elles (les

lectines de type C et de type S) sont détaillées dans le chapitre suivant.
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Les C-lectines

Les lectines de type C (Ca2+ dépendant) sont structuralement liées au récepteur pour
l'asialoglycoprotéine (ASGP-R) alors que les lectines de type S (thiol-dépendant) forment un
groupe bien distinct. Le tableau VI résume les propriétés qui permettent de distinguer les 2 classes

de lectines.

Les C-lectines sont des protéines qui possédent une partie extracellulaire et sont de taille
variable. Elles n'exercent leur fonction de fixation des carbohydrates qu'en présence de Ca2+ et
dans un environnement a pH avoisinant 6,5. Le domaine de reconnaissance des carbohydrates
(CRD) est spécifique pour chaque famille de lectines (Figure 12). La comparaison des CRDs des
C-lectines solubles ou membranaires révele la présence de 118 résidus invariants au niveau du
domaine conservé composé de 130 AA. Le CRD des C-lectines est représenté par un motif de 30
AA conservés sur 130 AA: G/C/G-TD/T/W/P/G-E-C/G-WND-C/CE. Les CRDs sont retrouvés en
association avec une série de domaines fonctionnels variés: domaine transmembranaire (ASGP-R,
CHL, FceRII), domaines d'attachement des glycosaminoglycanes GAG et de fixation de l'acide
hyaluronique (protéoglycane de cartilage), domaine de reconnaissance du facteur de croissance de
I'épiderme EGF (protéoglycane de fibroblastes) et domaines semblables aux collagénes (mannose-
binding protein ou MBP, fragment du complément C1q, apoprotéine surfactant pulmonaire). Cette
famille regroupe €galement des molécules telles que les sélectines (L-sélectine: MEL-14/Leu8, P-
sélectine: GMP-140, E-sélectines: ELAM-1), la protéine granulaire de plaquettes et des cellules

endothéliales.

MBP, mannose binding protein ou récepteur pour le mannose.

Distribution cellulaire.
Le MBP est secrété par les hépatocytes et se retrouve présent dans le sérum a trés forte
concentration apres des événements de stress (Ezekowitz er al., 1988). Le récepteur pour le
mannose a été purifié a partir de macrophages et de placenta humain (Taylor et al., 1990). Il s’agit

d’une protéine de 175 kDa qui se distingue des autres C-lectines par sa spécificité glucidique:
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Tableau VI. Propriétés distinctes des lectines de type C et de type S

(d'aprés Drickamer, 1988).

Propriétés C-lectines S-lectines
Dépendance du Ca2+ Oui Non
Etat des cystéines Disulfures Libre (thiols)
Solubiliteé Yariable Soluble
Localisation Extra et intra et
membranaire extracellulaire
Spécificité des
carbohydrates Variée B-galactosides
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Les C-lectines

mannose (Wileman et al., 1986; Lennartz et al., 1987), et fucose qui sont des ligands les plus
reconnus alors que la N-glucosamine et les glucoses sont d’affinité plus faible (Largent et al.,
1984). Le transcrit de 5,2 kb est identifi€ dans les macrophages alvéolaires et pas du tout dans les
lignées Hela, HepG2, ni dans les monocytes ou myélomonocytes humains (HL60, U937, THP)
(Ezekowitz et al., 1990). Le récepteur de 170-175 kDa est exprimé par les macrophages tissulaires
(Wileman et al., 1986), par les fibroblastes (Taylor et al., 1990) et non par les monocytes
circulants (Ezekowitz et al., 1983). Semblable aux autres lectines, le récepteur pour le mannose se

présente sous une forme multimérique (hexamere).

Structure moléculaire.

La séquence nucléotidique du MBP des macrophages (Taylor et al., 1990) prédit (1) un peptide
signal typiquement hydrophobe; (2) une région NH2 terminale riche en cystéine de 147 AA qui
peut intervenir dans la stabilité des récepteurs multimériques a la membrane; (3) un domaine
proche de la fibronectine de type II; (4) 8 domaines CRDs typiques des C-lectines avec la
conservation des résidus invariants; (5) une région hydrophobe transmembranaire; et (6) une
queue cytoplasmique contenant le motif FXNTXY typique des récepteurs endocytiques (Figure
15).

Du fait de I’analogie structurale entre le MBP et le récepteur pour le mannose, ainsi que de leur
équivalence fonctionnelle et de leur poids moléculaire semblable, il est concluant de penser qu’il
s’agit d’une seule et méme molécule.

La structure cristalline du CDR du MBP de rat a ét€ déterminée (Weis et al., 1991). Celle-ci
révele une forme non usuelle consistant en 2 régions distinctes, dont une qui contient la structure
secondaire non réguliere stabilisée par deux ions héliums. Cette structure refléte bien la

conservation des 32 résidus du CRD des C-lectines.

Roles fonctionnels.

Role dans la phagocytose. Le récepteur pour le mannose peut jouer un role important dans les
réactions de défense de I’organisme de maniere indépendante des Ig et ceci vis a vis d’agents
pathogenes variés tels le virus HIV et les bactéries (Ezekowitz et al., 1989; Kuhlman et al., 1989).

Cette fonction se fonde sur les propriétés de fixation du MBP sur les oligosaccharides trés riches

Généralités 61



Les C-lectines

en mannose des bactéries et tue ainsi ces organismes par lyse médiée par activation du complément
(Ikeda er al., 1987) ou par opsonisation. Le MBP peut également agir en tant qu’inhibiteur des
infections par le virus Influenza (Anders et al., 1990). Le signal de phagocytose semble étre
contenu dans la queue cytoplasmique. Des glycoconjugués solubles peuvent ausi étre pinocyter via
le récepteur pour le mannose (Warr, 1980). La séquence FXNPXY retrouvée au niveau de la
queue cytoplasmique semble jouer un role dans la localisation de certains récepteurs au niveau des

"coated pits" (Chen et al., 1990).

Role dans 1’adhésion. Le domaine proche de la fibronectine de type II est important pour les

intéractions macrophage et matrice cellulaire et de ce fait peut promouvoir I’adhésion cellulaire.

Role dans 'inflammation, Le MBP des macrophages est responsable de la signalisation de la
sécrétion d'un certain nombre de médiateurs de l'inflammation tels que les métabolites de l'acide
arachidonique (Rouzer et al., 1982), les monokines (Nathan and Gordon, 1987), les protéases
neutres (Gordon and Ezekowitz, 1981) et les radicaux libres de l'oxygéne (Berton and Gordon,

1983).

ASGP-R, asialoglycoprotein receptor

L'ASGP-R est une glycoprotéine plasmatique qui reconnait spécifiquement les protéines
désialylées (galactosyl). Il est exprimé exclusivement par les cellules du parenchyme hépatique.
Les ASGP-Rs de lapin, de rat et d'homme ont été isolés (Hudgin et al., 1974; Tanabe et al., 1979;
Baenziger and Maynard, 1980). L'ARNm correspondant de 1,5-1,6 kb code pour une protéine de
33-34 kDa qui apres glycosylation, possede un pdids moléculaire de 46 kD. L’ASGP-R contient 2
sites de N-glycosylation. Il présente une orientation transmembranaire non typique des autres
protéines transmembranaires classiques telles les protéines de classe I du CMH. Le domaine
COOH-terminal se retrouve a l'extérieur alors que le domaine NH2-terminal & 1'intérieur de la
cellule (glycoprotéine de type II).

L'ASGP-R est trés homologue aux lectines hépatiques de rat (RHL), ou de poulet (CHL,

Drickamer, 1981) qui jouent un role important dans I'endocytose des glycoprotéines.
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FceRII, le récepteur de faible affinité pour I'IgE.

Le FceRII appartient a la famille des C-lectines. Il présente de nombreuses similitudes avec le
CHL (Drickamer, 1981), de méme qu'avec les ASGP-R (Spiess et al., 1985). De manicre
semblable au récepteur pour 1’asialoglycoprotéine et totalement différent du MBP, le profil
d'hydrophilie du FceRII ne révele aucune séquence signal dans le domaine NH2-terminal ni de
domaine transmembranaire proche de 1’extrémité NH2-terminal. De plus, il présente une
orientation inversée identique aux ASGP-Rs. La zone d'homologie entre ces deux molécules
recouvre une séquence continue de 119 AA. Plus remarquable encore, la position des résidus
cystéines est constante.

Le FceRII et 'ASGP-R présentent des homologies au niveau de la portion NH2-terminale
(CRD) avec d'autres protéines intégrales membranaires telles la neuraminidase du virus influenza
(Bos et al., 1984), l1a chaine invariante 7y des antigeénes de classe II du CMH (Claesson et al.,
1983), le récepteur de la transferrine (Schneider er al., 1984). Et plus récemment, il a été démontré
que le FceRII et I’ASGP-R présentent des homologies avec un antigéne de différentiation des
cellules B murins Lyb-2 (Nakayama et al., 1989) et aussi avec un récepteur de domiciliation murin
mLHRCc identifié comme étant la sélectine MEL-14.

Le site de fixation de I’IgE sur le FceRII est localisé au niveau du domaine lectinique (Bettler et
al., 1989a). Toutefois, 1'activité de fixation des carbohydrates par le FceRII n'a pas été démontrée.
En fait, I'IgE non glycosylée se fixe au FceRII (Vercelli et al., 1989), ce qui suggere que la partie
protéique suffit & la fixation mais la participation des carbohydrates dans I'amélioration de la

fixation ne peut étre exclue.

Les sélectines

Les sélectines (Figure 11), ainsi nommées en raison de leur homologie structurale importante
avec les lectines (plus particulierement les C-lectines), se fixent également a des ligands de nature
osidique. Trois catégories de sélectines ont été décrites selon leur origine cellulaire. La sélectine L
(MEL 14, gp90MEL, LAM-1, Leu-8, LECAM-1) est exprimée, de mani¢re constitutive, par les

lymphocytes humains (Tedder ez al., 1989; Bowen et al., 1989) et se retrouve également au niveau
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des neutrophiles et monocytes (Lewinsohn et al., 1987). La sélectine P (GMP-140, PADGEM,
CD62, LECAM-3) est présente dans les plaquettes et les cellules endothéliales activées (Johnston
et al., 1989) tandis que la sélectine E (ELAM-1, ELAM-2) est synthétisée de novo par les cellules
endothéliales activées (Bevilacqua et al., 1989). Ces sélectines sont des glycoprotéines
transmembranaires de type 1 et sont riches en sites potentiels de N-glycosylation (Asn-X-Thr/Ser).
Elles comportent une extrémité N-terminale constituée par le domaine C-lectinique (130 AA) et
d'un domaine "EGF" (epidermal growth factor). Ces 2 domaines semblent intervenir dans la
liaison avec le type cellulaire approprié (Walz et al., 1990; Bowen et al., 1990). La nature du
ligand osidique des sélectines a €té définie par des études d'inhibition en utilisant soit des
inhibiteurs osidiques soit des anticorps monoclonaux dirigés contre des structures osidiques
déterminées (Brandley et al., 1990), soit des exoglycosidases qui éliminent s€quentiellement les
résidus osidiques. Il s'agit essentiellement du déterminant sialyl LewisX* (SLeX) portés par des
glycoprotéines ou des glycolipides (Foxall et al., 1992). Les sélectines E et P reconnaissent les
mémes déterminants SLeX et SLe@ (Walz et al., 1990; Philipps et al., 1990; Hauda et al., 1991,
Polley er al., 1991; Berg et al., 1991). En particulier, la sélectine E joue un réle d'activateur de la
synthese des 2 intégrines par les neutrophiles (Lo et al., 1991). Il est & noter que les neutrophiles
activés présentent a leur surface des glycoprotéines porteurs du déterminant SLeX qui est reconnu

par les E- et P-sélectines de la cellule endothéliale.
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Les S-lectines

Plusieurs caractéristiques distinguent les lectines de type C des lectines de type S (Tableau VI).
La caractéristique la plus importante est l'indépendance des cations divalents de l'activité fixatrice
des carbohydrates des lectines de type S. Par ailleurs, cette activité est inhibée par 1'oxydation des
résidus thiols. La plupart des S-lectines décrites jusqu'a présent sont solubles en absence de
détergents. Elles sont retrouvées associées & la membrane grice a leur capacité a fixer les
carbohydrates des composants membranaires (glycoprotéines, glycolipides, protéoglycanes). Une
large proportion des S-lectines présente une spécificité de fixation pour les B-galactosides, mais
quelques unes semblent &tre spécifiques de la N-acétylgalactosamine. Du fait de leur capacité a

former des dimeres, les S-lectines de 14-16 kDa sont multivalentes.

La localisation subcellulaire des S-lectines est difficile a établir. L'analyse des ARNm de
certaines de ces S-lectines révele que celles-ci ne possédent ni séquence signal peptidique au
niveau du domaine NH2-terminal ni séquence signal interne permettant la translocation des
protéines a la surface membranaire. Ceci suggére que les S-lectines, détectées a l'extérieur de la
cellule, résultent du relargage par les cellules. Toutefois, il est & noter que cette situation est
également décrite pour d'autres protéines que les S-lectines telles 1'TL-1 (March et al., 1985).
L'apparition des S-lectines semble étre régulée au cours du développement ce qui suggere que leur

expression est coordonnée dans le temps avec celle des structures carbohydrates spécifiques.

L'analyse combinatoire des protéines et des séquences des ADNc a récemment permis d'établir
une structure primaire partielle ou complete de quelques S-lectines. Les S-lectines sont
homologues entre elles en terme de séquence protéique avec une conservation de certains résidus
d'AA de toutes les protéines (Figure 13). Le profil des résidus invariants est complétement
différent de celui des C-lectines. Particuli¢rement, les résidus cystéines des C-lectines sont
hautement conservés alors qu'il n'y a aucun résidus cystéine invariant dans les S-lectines Les

CRDs des S-lectines peuvent également étre couplés a d'autres domaines fonctionnels.

Deux catégories de molécules peuvent €tre identifiées dans cette catégorie de lectines: les
lectines de 29 kDa spécifiques pour le galactose (CBP 35, IgEBP, Mac-2, récepteur pour
I'élastine...) et les molécules solubles de 14-16 kDa (RL-14,5...).
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Les lectines de 29 kDa

Un certain nombre de lectines de 29 kDa spécifiques pour les résidus B-galactosyl a été isolé
dans de nombreux tissus. Elles ont ét€ nommeées en fonction de leur source cellulaire: lectine de
poumon de rat (RL-29, Cerra et al., 1985), dhomme (HL-29 , Sparrow et al., 1987), protéine
fixant le carbohydrate (CBP 35, Jia and Wang, 1988); lectine murine de tumeur (L.-34, Raz et al.,
1989); protéine de rat fixant 1'IgE (IgEBP, Albrandt et al., 1987) et I'antigéne de macrophage de
rat (Mac-2, Cherayil er al., 1989). Ces molécules sont de nature cytoplasmique et peuvent étre
externalisées et se refixer a des résidus galactosides des glycoprotéines ou glycolipides

membranaires.

IgEBP ou €BP.
L'eBP est la premiére molécule soluble décrite comme étant capable de lier I'TgE. Elle a été

découverte lors des études de fixation d'IgE sur les cellules basophiles de rat ou RBL (Liu ez al.,

1985).

Structure moléculaire.

Le tracé d'hydropathie de I’ADNc de 1'TgEBP (Albrandt ez al., 1987) réveéle une structure en 2
domaines. Le domaine carboxy-terminal (122 AA) contient a la fois des régions hydrophiles et des
régions hydrophobes typiques des protéines globulaires. Le domaine amino-terminal (140 AA)
bien distinct, ne présente pas une structure définie. Ce domaine est composé de séquences
hautement conservées de 9 AA répétées 10 fois. La s€quence consensus est Tyr-Pro-Gly-Pro/Gln-
Ala/Thr-Pro/Ala. L'analyse de la séquence protéique révele que (1) le domaine NH2-terminal
contient également beaucoup de proline (26%), glycine (23%) et d'alanine (16%); (1) des 33 AA
chargés, 32 sont au niveau du domaine C-terminal; (3) la protéine ne contient pas de peptide
signal, ni de site potentiel de N-glycosylation, ni de région transmembranaire, et (4) la protéine ne
contient qu'un résidu cystéine. Le produit de traduction de 28,5 kDa fixe spécifiquement I'IgE et

non 1'IgG1.
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Homologies avec d'autres lectines.

Le CBP35, isol€ a partir des fibroblastes murins 3T3, est une protéine de 35 kDa spécifique
pour le galactose. Sa séquence nucléotidique a été clonée et séquencée (Jia and Wang, 1988). Elle
présente de fortes homologies avec celle de I'IgEBP: (1) 85% des résidus d'AA sont identiques;
(2) la chaine polypeptidique est composée de 2 domaines bien distincts; et (3) les séquences
répétitives hautement conservées sont présentes dans le domaine NH2-terminal. Ainsi, CBP35 et
I'IgEBP semblent étre des protéines homologues et les différences mineures observées sont
probablement diies a la différence d'espéce animale. Des faits immunologiques confirment
l'identité de ces deux molécules: (1) des sérums anti-CBP35 ou anti-IgEBP cross-réactent avec la
méme protéine; (2) CBP35, comme I'TIgEBP, peut fixer 1TgE et cette fixation est réversible par du
lactose; (3) 1TgEBP se fixe a une colonne d'affinité galactose (Laing et al., 1989).

La comparaison de I'TgEBP et les autres membres des lectines spécifiques pour le B galactosyl
révele des similitudes en séquence dans le domaine C-terminal au niveau des 19 AA invariants
dont 6 séquences d’AA des résidus 45 a 50 (HFNPRF) sont prédominantes. La séquence
WGXEXRE (résidus 69 a 75) est impliquée dans la fixation du galactose (Paroutaud ez al., 1987).
11 est a noter que I’IgEBP présente également des similitudes significatives avec le récepteur pour
I’'IgG (FcyR) au niveau du domaine COOH-terminal: sur une région de 26 AA (38% identité) et
une autre de 52 AA (25% d'identité) (Albrandt er al., 1987). Toutefois, il n’existe aucune

hypothése basée sur la capacité du FcyR a présenter une activité de fixation de carbohydrates.

Distribution cellulaire.

L'IgEBP est exprimée dans un grand nombre de tissus incluant le thymus, les ganglions
lymphatiques, la rate, les reins, le foie, les poumons, le cerveau et I'estomac (Gritzmacher er al.,
1988) et aussi dans différentes lignées cellulaires: macrophages murin P388D1, mastocytome
murin (CXBGABMCT-1) et dans les neuroblastomes murins (PC12) mais jamais dans les lignées
B (J558L) et T (EL4) murins. Toutefois, leur niveau d'expression est variable suivant le tissu:
plus abondant dans le thymus et le poumon. Le CBP35 est également exprimé dans divers tissus &
un taux d'expression variable suivant le tissu analysé€. Ainsi, 'IgEBP et le CBP35 sont des
lectines cytoplasmiques qui posseédent les caractéristiques d'abondance et d'ubiquité. Le CBP35

est présent également dans le noyau et dans le cytoplasme avant d'étre exposé a la membrane. La
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localisation du CBP35 apparait étre sous la dépendance du cycle cellulaire: au niveau du noyau
dans les cellules en prolifération et dans le cytoplasme dans les cellules quiescentes. Par ailleurs,
l'analogie de la séquence NH2-terminale du CBP35 et des protéines du hnRNP (high nuclear

ribonucleoprotein) suggere que le CBP335 serait un composant du hnRNP.,

Fonctions.

Role de récepteur pour I'IgE. L'IgEBP reconnait des carbohydrates de 1'IgE. Si I'IgEBP,
comme beaucoup d'autres lectines, est bivalente ou multivalente en terme de fixation de
carbohydrates, elle peut s'associer a la fois avec le récepteur pour 'IgE (FceR) de surface et avec
I'IgE en collaborant ainsi a la fixation des 2 molécules. Cette hypothése est en accord avec la
présence de galactose ou de galactosamine au niveau de la chaine o du FceRII (Pecoud er al.,
1981). De ce fait, il est probable que la fixation de I'TgEBP sur I'IgE peut impliquer a la fois des
intéractions protéine-protéine et des interactions protéine-carbohydrate, augmentant ainsi la
spécificité de I'IgEBP pour I'IgE. Une telle dualité d'interaction a été également démontrée pour le
récepteur de 1'€lastine qui est aussi une protéine liant le galactose (Hinek et al., 1988). Bien que
1'IgG contienne des asialogalactosides, 1'TgEBP fixe 1'1gE et non 1'IgG (Liu et al., 1985; Albrandt
et al., 1987). 1l est probable que I'IgE est préférentiellement reconnue par les lectines en raison de

son degré de glycosylation plus important.

Role de cytokine, L'IgEBP est secrétée par de nombreuses cellules dans des conditions
particulieres. Elle est capable de reconnaitre les récepteurs glycosylés ayant fixé ou non 1'IgE et
induit ainsi un relargage de médiateurs par les cellules. Dans le cas des basophiles / mastocytes,
I'TgEBP peut étre considérée comme une protéine capable d'induire le relargage de 'histamine telle
I'HRF (Schulman et al., 1988; White er al., 1988; Warner et al., 1986). 1l est également a noter
quelques similitudes entre HRF et I'IgEBP: (1) HRF est présent dans des cellules variées; (2) la
masse moléculaire de quelques HRFs est semblable & IgEBP; et (3) tout particulierement, 'HRF
agit sur les cellules présensibilisées par |'TgE dont l'activité differe suivant la provenance de 1'IgE
(Liu et al., 1986; MacDonald ez al., 1987), reflétant ainsi une variation dans la glycosylation des
IgE. Par ailleurs, il a été démontré que les éosinophiles en présence d'IgE et de HRF relarguent

des protéines cationiques telles 'EPO mais pas d'ECP (Capron et al., 1989a). Ainsi, il est
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probable que I'IgEBP interviendrait également dans les processus de relargage des médiateurs de

I'éosinophile.

Role dans la reconnaissance intracelllulaire, L'TgEBP, étant une protéine intracellulaire, peut

reconnaitre 1'IgE internalisée par endocytose apreés fixation sur son récepteur. Une telle
signalisation peut €tre soit directe, comme une translocation du complexe IgEBP-IgE au noyau,
soit indirecte via les autres voies classiques de signalisation intracellulaire. Par ailleurs, le fait que
I'IgEBP/CBP35 paraisse appartenir aux hnRNP, il peut jouer le rdle de régulateur de la

prolifération cellulaire qui n'est requis que par certains types cellulaires (Laing and Wang, 1988).

Mac-2
Identifié comme une protéine de surface des macrophages péritonéaux portant des

thioglycolates, Mac-2 est une protéine de 32 kDa (Ho and Springer, 1982).

Distribution cellulaire.

Mac-2 est exprimé de maniére variable suivant la population cellulaire, de macrophages, les
cellules dendritiques interdigitées des organes lymphoides, et dans quelques cellules épithéliales
incluant les lignées Hela, SCC, HT-29 et CaCO2 (Leenen er al., 1986; Flotte et al., 1983,
Cherayil et al., 1990). Fortement exprimé par les macrophages induits par le thioglycollate (1,7 x
103 sites/cellules), les promyélocytes HL60 et plus modérément par les lignées macrophagiques
(Nibbering et al., 1987) et la lignée monocytaire THP-1, il est également présent au niveau des
fibroblastes 3T3 et SL68 (Cherayil er al., 1989 et 1990). Il ne semble pas étre présent sur les
cellules lymphoides (Flotte ez al., 1983).

Structure moléculaire.

L'ADNCc de Mac-2 a été cloné et séquencé (Cherayil ez al., 1989 et 1990). La séquence d'AA se
répartit en 2 domaines de maniere semblable a 1'TgEBP: (1) NH2-terminal contient un motif
répétitif riche en proline-glycine PGAYPG, et (2) COOH-terminal contenant la séquence invariante
HFNPRF...WGXEXR des S-lectines (Drickamer, 1988). Il n'y a pas de site de glycosylation, ni

de séquence signal. Toutefois, il semblerait que Mac-2 puisse peut étre épissé de maniere
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alternative afin de produire une protéine colinéaire avec une séquence d'initialisation (codon CTG)
proche de la séquence peptide signal classique. Ceci pourrait expliquer la présence de Mac-2 en
quantité significative dans le milieu extracellulaire. Le transcript de 1,2 kb code pour une protéine

de 27 kD.

Homologie.

La séquence nucléotidique de Mac-2 est identique a celle du CBP35 et trés homologue a celle de
I'TgEBP. La lectine de surface L-34 identifiée sur les cellules tumorales (Raz et al., 1989) présente
également de fortes homologies avec Mac-2. La structure de Mac-2 ressemble également a celle de
la MBP: (1) tous deux sont de taille d'environ 30 kDa avec (2) un domaine COOH-terminal

lectinique et un domaine NH2-terminal contenant une structure proline-glycine riche.

Fonctions.

Rdle de récepteur pour I'IgE, Mac-2 se fixe aux déterminants contenant des résidus galactose,
de méme qu'a 1'IgE. Cette fixation sur I'IgE semble étre spécifique puisqu'elle n'est pas abolie par
traitement de 1'IgE par la N-glycanase, et qu'elle ne se produit pas avec les IgG ni les IgM
(Cherayil et al., 1989). Par ailleurs, le fait que cette intéraction est inhibée par le galactose ou le
lactose, il est concluant de penser que la fixation de Mac-2 sur I'IgE fait intervenir des

carbohydrates fixés a des sites de O-glycosylation.

Role dans 1a phagocytose, Le récepteur pour le mannose-fucose est impliqué dans la fixation et
la phagocytose de Leishmania (Blackwell et al., 1985) et probablement de mycobactéries. Un des
composants pathogénes majeurs de la Leishmania major est un lipophosphoglycane riche en
galactose qui semble Etre impliqﬁé dans la fixation du parasite aux macrophages (Handman and
Goding, 1985; McConville er al., 1987). Puisque cette fixation est inhibée par le galactose, Mac-2

semble &tre un bon candidat en tant que récepteur pour ce glycoconjugué parasitaire.

Role dans les interactions cellules-membrane basale, Il a été décrit que Mac-2 est une non-

intégrine fixant la laminine (Woo et al., 1990). Cette description a des implications importantes sur
le rble de Mac-2 dans les réactions inflammatoires. CBP35/Mac-2/IgEBP peut former des ponts

entre les oligosaccharides de la surface cellulaire et les oligosaccharides des protéines de la
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membrane basale (laminine) et jouer ainsi sur le mouvement directionnel (chimiotactisme) des
cellules vers la membrane basale. Ainsi, le CBP35/Mac-2/IgEBP jouerait un rdle dans
l'agglutination et dans l'adhésion cellulaire a 1'état d'homo- et d'hétérodimeére formé par
l'intermédiaire de la cystéine 186 (Woo et al., 1991). De ce fait, la définition des S-lectines comme
étant des molécules thiol-dépendantes n'est plus appropriée pour classifier les lectines animales.
Toutefois, 't BP ne semble pas former des dimeéres quand il est exprimé par E. coli. Par ailleurs,
les propriétés de fixation de la laminine par Mac-2 peuvent expliquer le rdle joué par cette molécule
dans la formation de métastases en corrélation avec le taux d'expression de L.-34. Mac-2 est

également retrouvé dans les cellules de mélanome et de fibrosarcosome (Raz et al., 1986;

Meromsky et al., 1986).

Les séquences nucléotidiques de CBP35, L-34, IgEBP et Mac-2 ainsi que la séquence
peptidique de RL 29 et les propriétés de RL 29 et HL 29 suggeérent qu'il s'agit dans tous les cas de

la méme protéine.

Les lectines 14-16 kDa
Les autres membres de la famille des S-lectines sont regroupés sous le terme de molécules de

14-16 kDa.

Structure moléculaire.

Un certain nombre d'’ADNc provenant de différentes espéces, codant pour la lectine de 13-14
kDa a été séquencée (Gitt and Barondes, 1986; Raz et al., 1988; Abbott and Feizi, 1989; Couraud
et al., 1989; Hirabayashi et al., 1987, 1988, 1989; Wilson et al., 1989; Cooper and Barondes,
1990). Les séquences d'AA déduites montrent un degré d’homologie importante entre les especes
(46%: poulet, bovin, souris, rat, homme...) et entre les espéces mamiféres (78%). La molécule la
mieux étudiée est L-14, une lectine dimérique formée de 2 sous-unités de 14 kDa. La séquence
protéique de L-14 révele une forte homologie avec la lectine de poulet de 14 kDa de méme qu'avec
le CBP35 au niveau des résidus HFNPRF et plusieurs points de séquences entre les résidus

IVCNS/K/WG-E-R/FPF--G constituant probablement le site de fixation des [3-galactosides. Dans

toutes les lectines de 14 kDa, la cystéine en position 2 est conservée ce qui suggere qu'elle est
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cruciale pour la maintenance de la conformation active de la protéine. Le messager correspondant
de 570 pb est détecté dans les poumons de souris nouveau-nés, dans les fibroblastes et dans les
tissus tumoraux. Comme pour la lectine de poulet et la lectine de poumon de rat, il n'y a pas

d'évidence d'une séquence peptide signal secrétrice.

Distribution cellulaire et régulation.

L'expression de L-14 est remarquablement accrue durant la différenciation épidermique, de
méme qu'a des stades de différenciation spécifique des cellules musculaires murines, suggérant
ainsi un réle dans la maturation musculaire (Cooper and Barondes, 1990). La régulation de la
lectine de poulet (Oda et al., 1989) et L-14 (Clerch et al., 1987) par les glucocorticoides a été
apportée de méme que des relations entre L-14 et 1a néoplasie et les métastases (Raz et al., 1987).
La séquence génique de L-14 (Gitt ez al., 1986) révele la présence en amont du géne de multiples
éléments de contrdle incluant ceux qui répondent aux glucocorticoides, aux chocs (Chaleur et
environnement), aux métaux. On distingue aussi des séquences consensus de fixation de Spl
(Dynan and Tjian, 1985), un site de fixation de Ap2 (Roesler ef al., 1988), trois boites CCAAT et
une séquence ressemblant aux boites Y des génes d'histocompatibilité (Graves et al., 1986; Dorn
etal., 1987; Kelly and Trowsdale, 1985). Ainsi, I'existence d'une relation entre L.-14 et le systéme
d'histocompatibilité est intéressante car les lectines sont impliquées dans le systéme de défense
primitive par fixation a des glycoconjugués de surface des organismes invasives, facilitant ainsi la
phagocytose. Il existe une remarquable similitude entre les séquences des L-14 de type cellulaire

varié (coeur, fibroblastes) et de tissu humain (poumons, utérus).

L’importance des polynucléaires dans les maladies associées a une élévation du
taux d’IgE sérique et la description de nombreuses molécules réceptrices de I’IgE
de nature transmembranaire (FceRII/CD23) ou cytosoluble (lectines Mac-2/¢BP)
nous ont conduit a identifier les structures moléculaires capables de fixer I’IgE a
la surface des éosinophiles et des neutrophiles. Le role fonctionnelle de ces
molécules réceptrices pour I’IgE est également étudiée dans les mécanismes de
cytotoxicité IgE-dépendante des éosinophiles vis a vis de larves de parasites et

dans les phénomenes d’activation du neutrophile par test de chimioluminescence.
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RESULTATS 1.

Hétérogénéité de l'expression des épitopes du CD23
par les éosinophiles de patients HE.

Relation avec les fonctions IgE-dépendantes.

L'existence de sites de liaison pour 1TgE a ét€ démontrée par différentes techniques: rosettes,
fixation de I'IgE radiomarquée (Capron et al., 1981) et cytofluorométrie (Capron et al., 1985).
Environ 30% des éosinophiles humains (essentiellement des €osinophiles hypodenses) expriment
a leur surface des récepteurs pour I'IgE. Cette proportion s'accroit de maniére significative (>
50%) chez les patients hyperéosinophiliques (HE) et chez les rats infectés par Schistosoma
mansoni. Par ailleurs, il a été démontré que les récepteurs pour 1'IgE présents sur les éosinophiles
de patients HE peuvent €tre occupés par de I'IgE cytophile présente dans le sérum. Ce taux de
récepteurs occupés (55 & 74%) est en étroite relation avec le taux d'IgE sérique €levé (Capron et

al., 1985; Prin et al., 1986).

Des études entreprises grace a la technique de chromatographie d'affinité avec I'IgE ou le
BB10, en conditions réductrices, révelent la présence de 3 polypeptides de taille respective 45-50,
23 et 15 kDa (Jouault et al., 1988). Ces poids moléculaires sont trés proches de ceux décrits pour
le CD23 des lignées B. Ces résultats ont été confirmés par immunoprécipitation avec BB10 ou
IgE, dans des conditions réductrices (Grangette et al., 1989). Ainsi, ce composant de 45-50 kDa
pourrait correspondre a la molécule réceptrice membranaire FceRII/CD23 alors que les composants
de 20-25 kDa et de 15 kDa correspondraient probablement a des produits de clivage (sCD23),
comme dans le cas des cellules B. De plus, I'analyse des surnageants de culture d'éosinophiles de
patients HE révele la présence de 2 molécules de taille 14 et 18 kDa, reconnues par BB10 et encore
capables de fixer I'IgE. En outre, la molécule de 45 kDa des éosinophiles, est détectée a la fois par
un anticorps monoclonal anti-FceRII/CD23 du lymphocyte B (Ac 135) et par l'anticorps BB10.
Ces résultats laissent a suggérer qu'il existe des communautés antigéniques entre le récepteur pour
I'IgE des lymphocytes et celui des €osinophiles (Grangette et al., 1989). Toutefois, 1’absence

d’inhibition croisée entre BB10 et I'anticorps 135 indique que ces 2 anticorps reconnaissent des
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épitopes distincts du CD23. L’ensemble des résultats suppose que le FceRII/CD23 des

éosinophiles serait comparable a celui des lymphocytes B.

Malgré tout, la relation entre le récepteur pour I'IgE des éosinophiles et le CD23 des

lymphocytes B reste a définir de maniere plus précise.

Ainsi, la premiére partie du travail a consisté a poursuivre les investigations sur la variabilité
d'expression du FceRII/CD23 parall¢lement a la fixation de 1TgE et du BB10, sur les éosinophiles

provenant d'un plus grand nombre de patients HE. Cette étude s’est effectuée suivant deux voies:
(1) une étude en cytofluorométrie avec différents anticorps monoclonaux anti-CD23 (Ac 135 et Ac
8-30, dirigés contre le site de fixation de 1'[gE; Ac 3-5, dirigé contre la partie COOH-terminale du

CD23); et (2) une étude en Northern blot griace a la sonde CD23.

La deuxi¢me partie du travail a consisté 2 démontrer le rdle des épitopes du FceRII/CD23
présents sur les €osinophiles dans les phénomenes de cytotoxicité vis a vis de cibles parasitaires
(ADCC), tout en sachant que les éosinophiles de patients HE sont trés cytotoxiques en présence
d'anticorps IgE. Les éosinophiles hypodenses (exprimant en plus grand nombre le FceRII) sont
plus cytotoxiques que les éosinophiles normodenses en présence d'IgE (Capron et al., 1984a).
Des résultats antérieurs ont déja révélé que le BB10 et I'Ac 135 inhibent partiellement la

cytotoxicité IgE-dépendante des éosinophiles (Grangette et al., 1989).
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CD23 and cosinophils 2423

Heterogeneous expression of CD23 epitopes by
eosinophils from patients. Relationships with
IgE-mediated functions

The receptor for IgE (FceRII) on human eosinophils presents some common
characteristics with CD23, a differentiation marker of B cells. We have used flow
cytometry for evaluating the expression of various epitopes of CD23 on purified
eosinophils from patients with eosinophilia. A correlation was found between the
binding of myeloma IgE protein and the binding of a monoclonal antibody
(mAD 135). directed against the IgE-binding site of B cell CD23. Using two
additional anti-CD23 mAb, directed (8-30) or not (3-5) against the IgE-binding
site, a low expression of these CD23 epitopes was observed on eosinophils from
different eosinophilic patients. Northern blot analysis of eosinophil RNA with the
c¢DNA probe of CD23 revealed a low-abundancy transcript in three of the six
patients expressing membrane CD23. The inhibition by all anti-CD23 mAb of
IgE-mediated cytotoxicity and IgE binding to eosinophils clearly indicated the
participation of a CD23-related molecule in IgE-dependent eosinophil func-

tions.

1 Introduction

The low-affinity receptor for IgE (FceRII), expressed on
eosinophils, monocytes, M® and platelets, is involved in
IgE antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) and
IgE-dependent release of mediators [1]. On B lympho-
cytes, FeeRII, which is identical to the CD23 differentiation
antigen, was recently implicated in IgE-dependent antigen
presentation [2]. The membrane form of FceRII/CD23 on
B cells can be cleaved by a receptor-associated proteolytic
activity in soluble fragments (IgE-binding factors or soluble
CD23), which display pleiotropic activities [3-6].

FceRII/CD23 on B lymphocytes is a glycoprotein with an
apparent molecular mass of 45 kDa. The cDNA coding for
FceRII/CD23 in human B lymphoblastoid cells
(RPMI 8866) has been cloned and its sequence analysis
revealed an unusual orientation with an extracellular
carboxy terminus, and a significant homology with the
animal lectin family [7-9]. More recently, two isoforms of
FceRII have been identified, FceRIla constitutively
expressed on B cells and FceRIIb expressed on B cells and
some cell lines (monocytic, eosinophilic) only after induc-
tion with IL4 [10]. Their cytoplasmic tails differ by some
N-terminal amino acids, a result of a differential splicing
event. These results suggest potential differences in the
function of FceRII/CD23 expressed on various cell types.

The FceRII present on human eosinophils was first charac-
terized by binding assays such as IgE rosette formation,
binding of radiolabeled IgE and FCM. Although the
affinity of the receptor for monomeric IgE is low (107/m),
the detection of IgE bound to eosinophils from patients
with allergy or parasitic infection indicated that the affinity
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was high enough to allow binding of IgE complexes in vivo
[11, 12]. Onthe other hand, eosinophil FceRII was involved
in IgE-dependent cytotoxicity to helminth parasites [13]
and IgE-dependent release of granule proteins or newly
formed mediators [11-14].

As in B cell, eosinophil FceRII is mainly expressed on
activated cells, characterized by their low density and
present in the blood of patients with elevated eosinophilia
or in the tissues [11, 13], which indicates the potential
existence of regulatory factors. Among others, IgE itself,
ECF-A and PAF acether, IL 5, granulocyte-monocyte CSF
and TNF-a, have been shown to up-regulate FceRII
expression as well as affect IgE-dependent biological
properties [11, 15-17].

The production of an mAb (BB10) raised against FceRII*
hypodense eosinophils, and able to inhibit IgE binding to
eosinophils and platelets as well as their IgE-mediated
parasite-killing properties has contributed to a better
knowledge of the structure of eosinophil IgE receptor [18].
Three polypeptides of 45-50, 23 and 15 kDa were detected
by immunosorbent chromatography or by immunoprecipi-
tation either with BB10 or with IgE [19, 20]. Moreover, it
was shown thereafter that BB10 (anti-eosinophil FceRII)
{18] and 135 (anti-B cell CD23) [20] bound to the major
45-50-kDa component on purified hypodense eosinophils
and on a B cell line (WIL2WT). A two-step procedure
revealed that the 45-50-kDa molecules immunoprecipi-
tated by BB10 are still able to bind IgE (as detected on a
Western blot) on both cell populations [20]. Using the same
assays, it was shown that the 135 mAb bound to molecules
immunoprecipitated by BB10and vice versa, on eosinophils
and on B cells, strongly suggesting the existence of cross-
reactive molecules between eosinophil FceRII and B cell
CD?23. However, the lack of cross-inhibition between BB10
and 135 indicated their binding to distinct epitopes. The
structural analogy of eosinophil IgER with CD23 together
with the immunoprecipitation of the 45-50-kDa molecule
from eosinophils by 135 anti-CD23 mAb strongly suggested
the existence of common epitopes between eosinophil
FceRII and CD23.
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In spite of these arguments, the relationship between
eosinophil IgER and CD?23 is still a matter of debate. The
aim of the present study was to investigate the expression of
CD?23 epitopes on eosinophils from a large series of patients
in parallel to the binding of IgE or BB10 mAb. For that
purpose, various anti-CD23 mAb directed (135 and 8-30) or
not (3-5) against the IgE-binding site of B cell CD23 were
used. In addition mRNA samples from eosinophils were
analyzed by Northern blot with the cDNA of CD23. Our
results confirm the presence of several distinct epitopes of
CD23 on eosinophils, although there was a large variability
of expression between the patients, and reveal the low level
of expression of nRNA encoding CD23. Functional studies
clearly indicate that a CD23-related molecule participates
in IgE-dependent cytotoxicity and IgE binding to eosino-
phils.

2 Materials and methods
2.1 Patients

Twenty-one patients with hypereosinophilia (HE) of var-
ious etiologies (parasitic infections, hypereosinophilic syn-
drome, allergic diseases, T lymphomas) were selected for
this study after informed consent.

2.2 Reagents

Purified human myeloma IgE (PS) was kindly donated by
Dr. H. L. Spiegelberg (San Diego, CA). Normal human
IgG was purchased from Sigma (St. Louis, MO). Anti-
CD23 mAb 135 (IgG), 3-5 (IgG) and 8-30 (IgM) were
prepared as previously described [21, 22]. mAb 135 and
8.30 were directed against the IgE-binding site of CD23,
whereas mAb3-5 was unable to inhibit IgE-binding to
CD23-expressing B lymphoblastoid cell lines [22]. The
mADb BBI10 raised against hypodense human eosinophils
and capable of inhibiting IgE rosette formation and
IgE-dependent cytotoxicity has been extensively described
in previous reports [18-20]. Isotype controls were anti-
toxoplasma IgG; mouse mAb and control SP2/0 IgM
without any known antigen specificity [20]. FITC-labeled
F(ab’), fragments of polyclonal anti-Ig antibodies were
purchased from Cappel (Organon Teknika, Malvern, PA)
for anti-human IgE and anti-mouse IgG, or Sigma for
anti-mouse IgM.The cDNA probe of CD23 was a generous
gift of Dr. H. Hofstetter (Ciba Geigy, Basel, Switzer-
land).

2.3 Eosinophil purification

Human eosinophils were isolated as previously described
[13]. Briefly, cells from venous blood of HE patients were
purified by centrifugation through discontinuous metri-
zamide (Nyegaard, Oslo, Norway) gradients. Hypodense
eosinophils were collected in the low-density layers corres-
ponding to 20%-22% metrizamide (p=1.115 to
1.125 g/ml). The degree of eosinophil purity was estimated
by staining cytocentrifuged preparations with Giemsa and
ranged between 67% and 100% (mean: 90.4%; n=21
experiments). The contaminating cells were mainly neutro-
phils (4.6%). The proportion of total lymphocytes was
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consistently very low, ranging between 0% and 3% . which
indicates a negligeable percentage of B cells. Eosinophils
were also purified from bronchoalveolar lavage (BAL) tluid
obtained from two patients, according to a previously
described method [12].

2.4 Cell lines and culture conditions

The WIL2WT B lymphoblastoid cell line was kindly
donated by Dr. B. Stadler (Bern. Switzerland) and Dr. H.
L. Spiegelberg. Two different U-937 cell lines, with different
IgE-binding capacities [19, 23], were obtained from Dr. R.
Van Furth (Leiden, The Netherlands) and Dr. B. Stadler.
Two NK-like cell lines (YT-Neo and YTSer, the latter
transfected with the cDNA encoding CD23) were a gift
from Dr. J. Yodoi (Kyoto, Japan). All cell lines were
cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, 2 mM
L-glutamine, 50 mM 2-ME, 100 U/ml penicillin and
50 ug/ml streptomycin), except the U-937 cells which were
cultured in DMEM medium (Gibco, Paisley, Scotland).

2.5 FCM analysis

Purified eosinophils (10° to 10%ml) were incubated for
90 min at 4°C with the different reagents at their optimal
concentrations [(myeloma IgE and BB10: 100 ug/ml; the
other mAb at 40 ug/ml: control IgM (SP2/0) or IgG
(anti-toxoplasma) at 100 or 40 pg/ml, respectively]. After
washing, the cells were stained for 30 min at 4°C by the
appropriate FITC-labeled antibody [i.e. anti-human IgE
(1/20) or anti-mouse IgM or anti-mouse IgG (diluted 1/200
and 1/400)]. After two washings, quantitative analysis of
the stained cells (at least 10*) was performed by using an
Epics Profile cytofluorometer (Coultronics, Hialeah, FL).
The granulocyte population was identified by analysis of
two parameters: forward scatter and logarithm of the side
scatter. The specific binding was obtained by using a
computerized program subtracting the signals of the non-
specific controls.

2.6 Northern blot analysis

Total RNA from eosinophils (10 to 20 ug for 108 eosino-
phils) was extracted by the guanidinium isothiocyanate
method [24]. For RNA blotting, 10-ug aliquots of RNA per
lane were run on 1.2% formaldehyde-agarose gels, trans-
ferred to nylon filters (Amersham Int., Amersham, GB)
and hybridized for 16 h at 42°C with the cDNA probe of
CD23 labeled with 2P by the random primer method [25].
The nylon membranes were washed three times at room
temperature in 0.05% SDS and 2 x SSC then twice at 55°C
in 0.05% SDS and 1 x SSC, 30 min for each washing step.
The filters were then exposed to Kodak X-ARS film
(Eastman Kodak, Rochester, NY) at —70°C between
intensifying screens.

2.7 Cytotoxicity assay
Schistosoma mansoni schistosomula prepared according to

the skin-penetration procedure were the targets of the
IgE-mediated eosinophil-dependent cytotoxicity assays, as
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previously described [13]. Briefly, hypodense eosinophils
purified from HE subjects were added to schistosomula in
the presence of IgE-rich immune sera from S. mansoni-
infected patients (unheated., final dilution = 1/32) at an E/T
ratio of 5000/1. For inhibition experiments, the indicated
mADb and their respective isotype-matched controls were
add to the wells of the microplates at various concentra-
tions. Results were given as percent dead larvae (%
cytotoxicity).

2.8 Binding of radiolabeled IgE

Purified human myeloma IgE (PS) was radioiodinated by
the chloramine-T method as previously described [18]. One
hundred micrograms of IgE was labeled with 0.1 mCi
(3.7 kBq) of Na'?] to a specific activity of 3—4 uCi/ug. For
quantitation of IgE binding, purified eosinophils
(2.5 x 10%ml) were incubated with labeled IgE (10 ug/ml)
in a total volume of 100 ul PBS-BSA1%. After 2h of
incubation at 4°C, cell suspensions were centrifuged at
8500 x g for 2 min through 1 ml of 25% sucrose and the
radioactivity of the pellets was measured as previously
reported [18].

For competition experiments, eosinophils were incubated
together with radiolabeled IgE and cold reagent (human
IgG or IgE) used in a 100-fold excess. mAb or isotype-
matched controls were added at 1, 10 or 100 pg/ml together
with labeled IgE. In each case, the bound radioactivity,
measured in duplicate samples, was evaluated as % inhibi-
tion, calculated as follows:

% Inhibition = 1 — mean cpm with inhibitor

mean cpm with isotype control

Since IgE binding was variable between individual patients,
results were expressed as % inhibition.

3 Results
3.1 Expression of FceRII and CD23 on eosinophils

To investigate the variability of expression of CD23 epi-
topes in individual patients, the binding of mAb135,
known to bind to eosinophils [21], was analyzed by FCM in
16 HE patients. A comparison with the expression of IgE
receptor, evaluated by the binding of myeloma IgE protein
followed by staining with FITC-labeled F(ab’), fragment of
anti-human IgE Ab, was performed (Fig. 1). A significant
correlation was found between the binding of mAb 135 and
the expression of IgER (r=0.62; p <0.01).

3.2 Comparison of binding of BB10 and various
anti-CD23 mAb

Since various mAb which are directed against different
epitopes of CD23 and which are not mutually cross-reactive

have been produced, it was interesting to evaluate and to.

compare their binding to eosinophils with that of BB10. A
second series of experiments was then performed and
results are presented in Fig. 2. Unfortunately, for quantita-
tive reasons, not all the mAb could be tested on all patients.

CD23 and cosinophils 2423
Some variations were observed in the binding of three
different anti-CD23: 135 (IgG) and 8.30 (IgM). both
directed against the IgE-binding site, and 3-5 (IgG) not
directed against the IgE-binding site of CD23. The mean
percentage of positive cells was 7.3 £1.7% for mAb 133,
15.2+£4.1% for mAb3-5 and 16.1 3% for mAb&.30.
BB10 bound to 24.4 + 3.5% eosinophils (Fig. 2). Analysis
of variance revealed no significant difference between the
results obtained with the different anti-CD23 mAb; how-
ever, a significant difference was found between the binding
of BB10 and the binding of anti-CD23 antibodies
(p <0.01).

Since mAb BBI10 and 8.30 are both IgM., their binding
could be evaluated in the same experimental conditions and
their results could be statistically compared (Table 1). Nine
patients (43%) were positive for both markers (group I),
whereas four patients showed a low expression for both
markes (group IT). However, discordant results were also
found with seven patients (33%) being very low for 8.30
and positive for BB10 (group III) whereas only one patient
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Figure 1. Comparative analysis by FCM of the binding of anti-
CD23 mAb (135) and IgE to human eosinophils. The binding of the
mADb (135) was revealed by staining with FITC-labeled anti-mouse
IgG and the binding of myeloma IgE (PS) was detected after
addition of FITC-labeled anti-human IgE antibodies.
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Figure 2. FCM analysis of the binding of three different anti-CD23
mAb and BB10. The binding of mAb 135 and 3-5 was revealed by
staining with FITC-labeled anti-mouse [gG, whereas the binding of
mADb8.30 and BB10 was detected by staining with FITC-labeled
anti-mouse IgM. The results obtained with the different anti-CD23
mADb were not statistically significant.
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Table 1. Comparative binding of BB 10 and anti-CD23 IgM (8.30)
mADb to eosinophils

Number of % Stained cells®
patients
8.30» BB109
Group [ 9 27.0+2.7 30.9+5.7
Group 11 4 27+1.6 6.4+2.6
Group III 7 - 59+09 29.3+3.1
Group IV 1 43.6 3.2

a) Mean % = SEM.
b) Used at 40 ug/ml.
¢) Used at 100 ug/ml.

showed inverse results (group IV). Fluorescence histo-
grams illustrating the binding of mAb8.30 and BB10 for
representative patients of group I and group III are pre-
sented in Fig. 3. The percentage of stained cells as well as
the measurement of the density of expression of each
marker were not correlated in the different patients. These
findings indicate a large variability in the expression of
CD23 epitopes among the patients and the absence of
correlation between the binding of BB10 and anti-CD23
mAb.

3.3 Expression of mRNA encoding CD23 by human
eosinophils

Northern blot analysis of RNA from various cell popula-
tions by using the cDNA probe of CD23 revealed the
presence of a 1.7-kb transcript on CD23-expressing cell
lines (WIL2WT and U-937-H), but not on CD23~ cell
types (U-937-B and YT Neo; Fig. 4a). Moreover, the
YT-Ser cell line, transfected with the ¢cDNA of CD23,
expressed a 3.5-kb transcript, as already reported [26].

(A) (B)

(c) (D)

RELATIVE CELL NUMBER

LOG . FLUORESCENCE INTENSITY

Figure 3. Histograms of the binding of 8.30 or BB10 IgM mAb
(dotted lines). Patient of group I positive for 8-30 (A) and for BB10
(B): patient of group III negative for 8-30 (C) and positive for
BB10 (D). The solid lines represent results of isotype-matched
control, used at the same concentrations as the mAb.
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RNA extracted from blood eosinophils from nine patients
or from BAL eosinophils from two patients were analyzed
under the same conditions (Fig. 4b). The presence of the
1.7-kb mRNA was found in three RNA samples: two
extracted from blood eosinophils (lanes | and 9) and one
extracted from BAL fluids (lane 10), whereas the corre-
sponding blood sample was negative (lane 8). The patients
showing the presence of the 1.7-kb transcript expressed
CD23 and FceRII as detected by FCM. However, three
patients expressing membrane CD23 (22%-35% positive
cells) were negative by Northern analysis (lanes 2, 4, 7 and
8). RNA samples extracted from purified neutrophils of
two donors were negative (not shown).

3.4 Involvement of CD23 in IgE-mediated
eosinophil-dependent cytotoxicity

To study whether the various epitopes of CD23 expressed
on eosinophil surface are involved in the function of
FceRII, we have analyzed the ability of the different
anti-CD23 mAb to inhibit IgE-mediated cytotoxicity
(Fig. 5). The various anti-CD23 mAb, BB10 and isotype-
matched controls were added directly at increasing concen-
trations from 1 ug/ml to 100 ug/ml to the cytotoxicity assay,
in the presence of antibody-coated parasite targets and
purified hypodense eosinophils. A dose-dependent inhibi-
tion was observed with all the mAb tested, when compared
with their respective isotype-matched controls. The IgG
mADb, directed or not against the IgE-binding site, induced
significantly higher inhibition at lower doses (10 ug/ml)
than the two IgM mAb.

{a) A B C D E
[ ]
e v
>‘~ o\«
(b)
1 234 567 8 9 10 1
y
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§< s .,
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Figure 4. Northern blot analysis of eosinophil RNA with the
cDNA probe of CD23. (a) WIL2 WT (lane A),YT-Ser (transfected
with CD23; lane B), YTNeo (not transfected: lane C), U-937-B
(FceRII negative; lane D) or U-937-H (FceRII positive; lane E)
cell lines; (b) blood eosinophils (lanes 1 to 9 correspond to different
HE patients) or lung eosinophils (two patients, lanes 10 and 11).
Membrane expression of CD23 on blood eosinophils was quoted as
FACS + or —. Arrowheads indicate the band at 1.7-kb in {anes A,
E. 1, 9 and 10. In lane B, the indicated band is at 3.5 kb.
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% CYTOTOXICITY

100 10 100

ug / mi 1
Figure 5. Inhibition of IgE-dependent eosinophil cytotoxicity by
various antibodies. Increasing concentrations of mAb [35, 3-5,
8-30 and BB10 were added to the wells of the cytotoxicity assay.
Isotype-matched control mAb were used in the same conditions.
The abcissa values are the final concentrations of mAb in the assay.
Resuits are the mean of three to five experiments (+ SEM).

3.5 Inhibition of IgE binding to eosinophils by
anti-CD23 mAb

To relate the decrease in cytotoxicity to the inhibition of
IgE binding, the various anti-CD23 mAb were assessed in a
radiolabeled IgE binding assay. Because of large variations
in total IgE binding from one patient to another, the
percentage of inhibition was calculated individually for
each experiment and then expressed as the mean of five
experiments. Results presented in Fig. 6 clearly indicate
that all the anti-CD23 mAb studied (3.5, 8.30 and 135)

CD23 and eosinophils 2427
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Figure 6. Inhibition of radiolabeled IgE binding to eosinophils.
125[-]abeled human myeloma IgE (PS) was incubated at 4°C for 2 h
with purified ecosinophils (10 ug IgE/ml for 2.5x 10° cells).
Competition experiments were performed by adding either cold
IgE at 1 mg/ml (a 100-fold excess) or the various mAb at 100 (O).
10 (£3) or 1 (83) ug/ml. The percentage of inhibition was calculated
by comparison with the respective isotype-matched controls (hu-
man IgG, mouse IgG or IgM) for each experiment. The given
values represent the mean percentage of inhibition = SEM of five
experiments.

induced a dose-dependent inhibition of the binding of
radiolabeled IgE to purified eosinophils. BB10 inhibited
IgE binding only partially confirming the recognition of an
epitope probably distant from the IgE-binding site. The
level of inhibition reached with the highest concentrations
of anti-CD23 mAb was similar to the maximal inhibition
obtained with a 100-fold excess of cold IgE. In contrast,
similar experiments performed with the CD23* B cell line

Table 2. Effect of anti-CD23 mAb on radiolabeled IgE binding to a B cell line (WIL2WT)

Final Bound"

Competitor® ' "

S e ‘concentration radioactivity®
‘in the assay - (mean cpm * SD)
(ug/ml) '

Human IgG 1000 34825 + 2615
Human IgE 1000 3337+ 178
Control mouse IgG 100 37409 + 1996
. 10 36434 +2419
1 35053+ 519
mADb 3-5 = 100 30894 + 8352
10 29492+ 752
1 33825+ 7107
mAb 135 100 2104+ 873
. 10 2708+ 210
- : 1 3388+ 394
Control mouse IgM 100 30982+ 1078
10 30357+ 62
1 35445 £ 3289
mAb8.30 100 9879 + 2216
10 19132 + 8399
1 19767 £ 4211
mAb BB10 100 315182643
: ’ 10 34204+ 65

1 34184 +3196

3 'c'y

N {+]
Inhibition®

90.4

17.4
19.1
3.5

94.4

90.3

a) Purified WIL2WT cells were incubated
together with the various reagents and with
10 ug/mi of P[-labeled IgE for 2 h at 4°C.
b) After centrifugation of cells through sucrose,
the radioactivity bound to the cell pellet was
measured in a gamma scintillation spectro-
0 meter.
s~~~ c) Calculated by comparison to the respective
: 1‘8 o isotype-matched controls used at the same
concentrations.
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(WIL2WT) revealed that only cold IgE and anti-CD23
mAD directed against the [gE-binding site (135 and 8.30)
significantly inhibited the IgE binding (Table 2) but not the
mAb 3.5 nor BB10, even at the highest concentration.

4 Discussion

The existence of a low-affinity receptor for IgE has been
demonstrated on various cell populations by binding assays
and more recently by immunosorbent chromatography
[L1]. The identification of structural similarities between
eosinophil. M®, platelet and B cell IgER [19,21, 24] led to
the concept of a second class of receptors, called FeeRIT [1].
The demonstration that B cell FceRII was identical to the
differentiation antigen CD23 and the availability of anti-
CD23 antibody led to the molecular characterization of the
human FceRII on various cell lines [7-10]. However, few
studies have dealt with cells from patients, particularly
eosinophils and platelets. In the present report, we have
tried to bring together arguments for the existence and the
function of CD23 or CD23-related molecules on human
blood eosinophils.

An FCM analysis of the binding of either IgE, three
different mAb anti-CD23 or BB10, an anti-eosinophil
FceRII mAb, was first performed on a large series of
patients studied individually. These results indicate a signif-
icant correlation between the binding of myeloma IgE
protein and the binding of one mAb 135, directed against
the IgE-binding site of CD23, with approximately half of
the patients expressing both markers. The analysis of CD23
expression was extended to two other mAb either directed
or not to the IgE-binding site. More precisely, all anti-CD23
mADb except 3-5 recognize the region of CD23 between
Cys!9 and Cys?8, while mAb3-5 recognizes the 20 C-
terminal amino acid residues [27]. A specific binding could
be observed, with differences probably linked to the affinity
of the mAb. Approximately half of the patients were
positive. The optimal concentrations of CD23 mAb (de-
fined after preliminary dose-dependent studies; 40 ug/ml)
were higher than that usually required for the detection of
CD23 on B cell lines [21, 22]. These results might explain
the apparent discrepancies with other findings obtained
with lower doses of anti-CD23 mAb [28]. The comparison
between two mAb of IgM isotype (8-30, anti-CD23 and
BB10, anti-eosinophil) revealed the absence of correlation
in the binding of these two mAb allowing the definition of
three main groups of patients with high or low expression of
each marker, whereas a third group of patients expressed
BB10 but not CD23. The latter results might be due to the
binding of BB10 to a molecule containing an adhesion
sequence, which might be present on molecules different
from CD23. However. since BB10 has been shown to
immunoprecipitate only a molecule cross-reactive with
CD23, one case also suggests that BB 10 binds to an isoform
of CD23 and that the expression of the BB10 and CD23
epitopes might vary according to cell maturation, as
suggested for the isoforms of the CD45 molecule {29]. In
this respect, one should bear in mind that eosinophils from
HE patients, even purified according their cell density, are a
very heterogeneous population {11]. Double-labeling
experiments now in progress will certainly bring interesting
information on the co-expression of the two markers on the
same cells.

M. Capron. M.-J. Truong. D. Aldebert. V. Gruart ct al.
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Taken together. these results are consistent with the low
membrane expression of a molecule recognized by different
non-cross-reactive anti-CD23 antibodies on eosinophils
from HE patients. They led us to investigate the synthesis of
such a molecule by eosinophils. The Northern blot analysis
with the cDNA probe of CD23 revealed a very weak band in
three out of six patients detected as positive by FCM. This
might be due to a lack of sensitivity of the Northern blot
procedure or to the lability of this mRNA species in
differentiated cells. A decrease in the expression of mRNA
encoding eosinophil granule proteins has recently been
shown to correlate with eosinophil differentiation (Gruart
et al., submitted for publication). It is also interesting to
notice that RNA from lung eosinophils was positive. in
contrast to the corresponding blood RNA sample from the
same patient. This might be related to the previously
described increased expression of FceRII in lung eosino-
phils [12]. However, these results, associated to the lack of
obtention of CD23-related clones by screening a cDNA
library from blood eosinophils with the CD23 probe
(Truong et al., unpublished data), suggest a low expression
of mRNA encoding CD23 in mature blood eosinophils.

They indicate, moreover, that blood eosinophils differ in
this respect from the so-called eosinophilic cell line Eo-L3
{10]. The cloning of eosinophil IgER by a strategy of direct
expression in COS cells, now in progress, should bring a
definitive answer to these questions.

The functional aspects of the molecule cross-reactive with
CD23 expressed on human eosinophils were also investi-
gated. As previously reported, at the highest concentra-
tions BB10 and 135 significantly decreased IgE-dependent
cytotoxicity to S. mansoni targets by hypodense eosinophils
[21]. However, interestingly enough, both the mAb
directed (8.30) or not (3.5) to the IgE-binding site of CD23
strongly decreased the levels of cytotoxicity. In a limited
number of experiments, no synergy was found when
combinations of suboptimal concentrations of anti-CD23
and/or BB10 mAb were tested (not shown). Our results are
reinforced by similar findings obtained with platelets (M.
Capron and M. Joseph, submitted for publication). They
clearly indicate that a CD23 cross-reactive molecule,
expressed on inflammatory cells, can participate in their
effector function. However, since cytotoxicity assays might
involve, in addition to IgE antibodies, other factors such as
IgG or IgA antibodies [11, 30], chemotactic factors, com-
plement fragments [31] or adhesion molecules [20], it was
crucial to know whether anti-CD23 mAb were able to
inhibit IgE binding to eosinophils. Our results indicate that
all the anti-CD23 mAb tested, directed or not directed
against the IgE-binding site of B cell CD23, were able to
inhibit the binding of radiolabeled IgE to purified eosino-
phils. In contrast, when tested under similar conditions,
only 135 and 8.30 mAb, directed against the IgE-binding
site but not 3.5 mAb, inhibited the IgE binding to
WIL2WT cells as previously reported [21,22]. These
findings indicate a major difference in the function of CD23
when expressed on eosinophils or on B cells. Among other
hypotheses the existence of conformational differences or
post-transcriptional modifications, as already suggested for
FceRlIIa and FceRII [10], has to be investigated.

In summary, the binding of three mAb directed against
distinct regions of the CD23 molecule confirmed the
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membrane expression of CD23 by eosinophils from some
eosinophilic patients. The Northern blot analysis revealed
for the first time in eosinophils from a limited number of
patients the presence of a 1.7-kb mRNA hybridizing with
the cDNA probe of CD23. The potent inhibitory ettect of
the three anti-CD23 mAb on IgE-dependent parasite
killing and also on IgE binding clearly indicated the
involvement of CD23 in IgE-mediated functions of eosino-
phils. However. differential effects of anti-CD23 mAb on
eosinophils and on B cells suggested some level of hetero-
geneity between FceRII/CD23 expressed on eosinophils
and other cel types. These results did not exclude the
possible existence of other types of IgE-binding proteins on
eosinophils, a hypothesis currently being tested.
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Discussion

La variabilité d'expression des molécules fixant I'IgE et plus particulierement du CD23 sur les
éosinophiles de sujets HE a été confirmée par deux méthodes d'analyse différentes: (1) la
comparaison de I'expression membranaire des deux marqueurs par cytofluorométrie, et (2) 1'étude

des ARN messagers codant pour le CD23 en Northern blot.

La premiére partie de I'analyse a été€ réalisée avec des anticorps monoclonaux anti-CD23 dirigés
(Ac 135 et Ac 8-30) ou non (Ac 3-5) contre le site de fixation de I'IgE. Nos résultats suggerent
que les épitopes du CD23 ne sont exprimés que par un pourcentage d'éosinophiles inférieur a ceux
qui fixent I'I[gE. Des études de comparaison entre 4 types d'IgE de myélomes différentes a permis
de démontrer qu'il existe des variations dans la fixation de 1'IgE sur les €osinophiles et de ce fait,
suggerent que soit (1) les IgE de myélomes sont trés hétérogénes et présentent des affinités
différentes pour leur récepteur; soit (2) elles ne possédent pas toutes le méme degré de
glycosylation, voire méme une composition glycanique différente. Cette hétérogénéité des
molécules IgE peut expliquer les résultats négatifs reportés initialement par d'autres laboratoires
(Walsh et al., 1984), alors que ces mémes auteurs confirment la formation de rosettes IgE par les
éosinophiles (Walsh et al., 1986). La variation du taux de fixation de I'IgE et du pourcentage
d'éosinophiles exprimant le CD23 est probablement liée au caractére monoclonal des anticorps
anti-CD23 utilisés qui reconnaissent un épitope du récepteur pour I'IgE. Une telle influence des
conditions expérimentales (Ac a affinité variée, la faible expression du CD23, le temps
d'incubation, la température a laquelle les cellules ont été isolées, méthodes de purification des
éosinophiles, utilisation de sujets HE ou de sujets normaux, etc..) est également évoquée dans le
cas des cellules T pour lesquelles des résultats contradictoires ont été€ reportés sur l'existence du

CD?23 sur ces cellules.

Parmi les 20 sujets dont I'ARN a ét€ testé en Northern blot, seuls 3 présentent ' ARN messager
de 1 700 pb correspondant au CD23 (Figure 4, Résultats I). Il s'agit pour deux d'entre eux, des
enfants trés jeunes atteints d’infection par Toxocara canis et avec pour l'un d'eux, une infection
par le virus EBV (Epstein Barr Virus). Dans l'autre cas, il s'agit d'éosinophiles tissulaires
provenant d'un lavage bronchoalvéolaire (réalisé lors d'un asthme sévere chez un sujet atteint

d'angéite allergique de Churg et Strauss). Sachant que I'EBV est un agent stimulateur de
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I'expression membranaire du CD23 par les lymphocytes B (Wang et al., 1987), nous ne pouvons
exclure I'hypothése que le signal observé en Northern blot soit dii a la production d'ARNm codant
pour le CD23 par les lymphocytes B contaminants quoi qu'en trés faible pourcentage dans les
préparations cellulaires utilisées. Il est néanmoins intéressant de signaler que le patient EBV(+),
exprimant le messager CD23 est également celui dont les éosinophiles expriment le plus de CD23
reconnu par un autre anticorps anti-CD23 (Ac 45). Quant aux éosinophiles tissulaires (lavage
bronchoalvéolaire), ce résultat positif laisse supposer que ces éosinophiles alvéolaires
exprimeraient en quantité plus importante 'ARNm codant pour le CD23 que les €osinophiles
sanguins (résultats en accord avec une augmentation de l'expression du FceRII sur les cellules
alvéolaires décélées en cytométrie) (Capron et al., 1985) ou qu'ils n'auraient pas subi une
régulation négative au niveau de la transcription du messager. Par ailleurs, nous ne pouvons

exclure la possibilité d'une positivité die a de ' ARN de macrophages alvéolaires contaminants.

Plusieurs hypotheéses peuvent étre formulées afin d'expliquer la faible expression des molécules
de type CD23 sur les éosinophiles et la difficulté de détection des ARNm correspondants. Il est
probable que les épitopes cibles des anticorps monoclonaux anti-CD23 utilisés ne soient pas tous
accessibles sur les éosinophiles de patients HE. On peut également émettre 1’hypothése d’une
régulation négative du géne du CD23 dans les éosinophiles. En effet, de trés importantes
séquences de régulation (zone riche en GC) ont été décrites au niveau du promoteur du CD23
humain. Des domaines en doigt de zinc, des boites X et Y, et des motifs TRE sont également
identifi€s au niveau du promoteur du CD23. Toutes ces séquences géniques régulatrices du CD23
sont juxtaposées par des séquences de types Alu-1. Elles sont particuli¢rement connues comme
étant des séquences impliquées dans les événements de transposition. Ces séquences Alu-1
peuvent étre tres actives dans les éosinophiles et se transposent vers une autre partie du géndme en

emportant ainsi les séquences de régulation nécessaires pour une transcription efficace.

11 a été démontré que le site de fixation de 1'IgE sur le CD23 des lymphocytes B se localise au
niveau du domaine lectinique (Cys!63-Cys288) et que la fixation de 1'IgE sur son récepteur FceRII
ne tient pas compte des composants glucidiques de 1'TgE. Il est probable qu’au niveau des

éosinophiles, la fixation de I'IgE via le récepteur membranaire fasse intervenir les domaines

Résultats et Discussion 85



Résultat I. Les épitopes CD23 sur les éosinophiles

lectiniques capables de lier les carbohydrates des IgE ou qu’il existerait un second ligand pour

I'IgE de nature différente du FceRII/CD23.

Par ailleurs, un nouveau ligand pour le CD23 a été récemment découvert griace a ’utilisation
des liposomes fluorescents porteurs du CD23 reconstitué (Pochon et al., 1992; Aubry et al.,
1992). L’intéraction du CD23 et de ce ligand, défini comme étant le CD21, est spécifique (inhibée
par les anticorps anti-CD23) et dépendante du Ca?+. Ces résultats suggérent que le CD23 se lie &
I'IgE par son domaine protéique mais peut également fixer un autre ligand par son domaine
lectinique. Cette hypoth&se est soutenue par I’importance des structures glycaniques (type fucose-1
phosphate) dans les intéractions avec le CD23. L’existence possible des molécules CD21 sur les
éosinophiles de patients HE pourrait expliquer la faible détection des épitopes du CD23 i la surface

de ces cellules.

Ainsi, I’expression du CD23 par les éosinophiles ne représente probablement pas 1’unique
molécule capable de lier I'TgE. La recherche d'autres structures susceptibles de fixer I'IgE telles les

lectines a alors été entreprise.
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RESULTATS 1II.

Criblage d'une banque d'éosinophiles de patients HE.
Clonage et expression d'un ADNc codant pour un antigéne du CMH

de classe I (HLA-E) .

Dans le cadre de nos travaux concernant les fonctions de 1'éosinophile dans les maladies
parasitaires et allergiques, un des buts de notre travail était de cloner le récepteur pour I'IgE de
l'éosihophile. Ainsi, en se basant sur le fait que le récepteur pour 1'IgE des éosinophiles et le
CD23 des lymphocytes B présentaient d'une part des similitudes structurales et d'autre part, des
épitopes communs (Résultats I), la stratégie employée consistait & (1) construire une banque
d'ADNCc a partir de 100 pg d'ARN totaux provenant de 2 patients HE (Gruart, 1990); puis (2)

d'utiliser 'ADNc du CD23 comme sonde nucléotidique pour le criblage de cette banque.
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A cDNA library, constructed from purified blood
eosinophils, was screened with the B cell CD23
cDNA probe. A clone designated EO15 has been
isolated and found to encode a non-classical HLA
class I gene transcript. EO15 was compared with
HLA-E and found to be 99.9% similar at the nucleo-
tide level and to extend further in the 3’ untrans-
lated region. The presence of an additional polyad-
enylation signal in the EO15 3’ end suggests that
EO15 clone represents a copy of the 3.3-kb mRNA
species detected in Northern blot analyses. HLA-E
transcripts of 1.9 and 3.3 kb have been described in
a variety of cell types. The two EO15 mRNA species,
similar in size to the previously defined HLA-E
mRNA, were present at high levels in blood leuko-
cyte populations and at variable levels in different
cell lines. The EO15 transcripts were found at abun-
dant levels in hypodense and normodense eosino-
phils from hypereosinophilic patients. In situ hy-
bridization confirmed the expression of EO15 mRNA
in eosinophils. Neutrophils and lymphocytes from
normal donors or from patients with hypereosino-
philia also strongly expressed EO15 mRNA. Among
the cell lines studied, the highest levels of EO15
transcripts were detected in B and monocytic cell
lines, whereas intermediate and lower levels were
found in eosinophilic, NK-like, megakaryocytic, and
T cell lines, respectively. Similar to its effect on
classical HLA class I transcripts, IFN-y increased
the levels of EO15 mRNA in eosinophils and neutro-
phils from hypereosinophilic patients. These results
suggest that purified blood eosinophils as well as
neutrophils express EO15/HLA-E mRNA; however,
further experiments are needed to investigate the
localization and the function of EO15 protein prod-
ucts.

Human eosinophils express several membrane-associ-
ated molecules that are also expressed by other blood
leukocytes. These include Fc and complement receptors
as well as receptors for interleukins such as IL-3 and
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granulocyte-macrophage CSF (1), and more recently IL-5
(2) and IL-2 (3). The surface expression of CD4 (4) and
MHC class II Ag (5) has also been detected. Among FcR,
the eosinophil receptor for IgE (FceRIl) has been shown
to contain structural similarities and common epitopes
(6. 7), as well as some differences with CD23, the B cell
differentiation Ag (8). Because of our interest in the func-
tion of eosinophils in parasitic diseases and allergies, we
decided to clone the eosinophil FceRIl. We constructed a
cDNA library with RNA from blood eosinophils purified
from HE?® patients that we screened with a B cell CD23
cDNA probe (9). This stategy led to the isolation of a
clone, designated EO15, which is highly homologous to
HLA class I genes.

Class [ Ag are transmembrane glycoproteins of relative
molecular mass 35,000 to 45,000 associated with (§2-
microglobulin. The HLA molecules consist of three extra-
cellular domains (al-a3), a hydrophobic transmembrane
region, and an intracytoplasmic segment (10). They are
expressed on the surface of virtually all nucleated cells.
Aside from the three classical HLA class I genes (HLA-A,
-B, -C) which are among the most polymorphic in the
human genome, several class I-related genes have been
recently characterized and cloned. These include HLA
6.0 (also designated HLA-G) (11) and RS5 (12), which is
closely related to HLA 6.2 (HLA-E) (13) and to an HLA-E-
related cDNA, JTW15 (14). Recently, two additional genes
have been isolated and designated HLA 5.4 (HLA-F) (15)
and HLA-H (16), this one being shown to be a pseudogene.
In transfected cells, HLA-E, -F, and -G genes encode
proteins that are smaller than classical class I proteins,
and which are also able to associate with 82-m. Their
pattern of expression in different cell lines and human
blood cells is distinct from that of classical class I mole-
cules (17). Variability in their level of expression in dif-
ferent cell types and the low degree of polymorphism of
these class I-like genes suggest that they might be the
human equivalents of Qa and/or Tla genes in mouse H-2
histocompatibility complex (18). Some Qa molecules are
secreted and may have regulatory effects, but, until now,
no function has been assigned to human non-classical
HLA class I molecules.

The aim of the present study was to compare the
expression of EO15 with that of non-classical MHC class
I genes. Interestingly, HLA-E mRNA has been detected at
high levels in resting T lymphocytes, whereas lower levels
were found in activated T cells (13). Thus we investigated
the EO15 mRNA expression in two previously described

2 Abbreviation used in this paper: HE, hypereosinophtilic.
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eosinophil subpopulations purified from HE patients (19).
Normodense eosinophils and hypodense eosinophils can
be differentiated by morphologic and functional criteria,
the former being described as a particular step of in vivo
activation (20-23). The expression of EO15 mRNA was
also investigated in neutrophils and lymphocytes from
HE patients and normal donors and in various cell lines.
The effects of IFN-v, previously determined to up-regulate
HLA class I mRNA expression, were also examined on
the expression of EO15 mRNA in eosinophils, neutro-
phils, and some cell lines.

MATERIALS AND METHODS

Leukocyte separation. Human eosinophils were obtained from
the venous blood of patients with eosinophilia of various etiologles
by centrifugation through metrizamide discontinuous gradients ac-
cording to previously described techniques (24, 19). Hypodense eo-
sinophils were collected in the lower density layers corresponding to
20 to 22% metrizamide solutions. Normodense eosinophils were
collected from the 23 to 24% metrizamide layers. Unseparated eosin-
ophil preparations were obtained after dextran sedimentation of
leukocytes from patients with eosinophilia counts higher than 85%.
Human neutrophils and lymphocytes obtained from HE patients or
normal donors were collected from the 22 to 23% and the 18 to 20%
metrizamide layers, respectively. The degree of purity and the mor-
phologic integrity of cell populations were estimated after staining
of cytocentrifuged preparations with Giemsa. Only preparations of
at least 85% purity were used.

Cell lines. The monocytic cell line (U937), the FceRII* B cell line
(Wil-2wt), and the rat basophilic leukemia (RBL) cells (25) were
kindly donated by Dr. B. Stadler (Bern, Switzerland) and Dr. R. Van
Furth (Leiden, The Netherlands), respectively. EoL3, a so-called
eosinophilic derived cell line, has been established from the periph-
eral blood of a patient with eosinophtlic leukemia (26). The NK-like
cell line YT was established from a patient with acute lymphocytic
leukemia with thymoma (27). DAMI, a megakaryocytic cell line, has
been established from the blood cells of a patient with megakaryocy-
tic leukemia {28). The T cell line Jurkat was purchased from the
American Type Culture Collection (Rockville, MD). All cells were
maintained in RPMI 1640 (GIBCO, Grand Island, NY) supplemented
with 10% FCS, 2 mM vr-glutamine, 50 uM §2-ME, and antibiotics.
IFN-y, purchased from Genzyme (Boston, MA), was added when
indicated to the cultures at a concentration of 100 U/mi for 24 h.

Screening of a cDNA library. A ¢cDNA library was constructed
from total RNA obtained from eosinophils of two HE patients ac-
cording to the cDNA library construction kit in Agtll (Amersham,
UK). Approximately 500,000 recombinants were screened with the
CD23 cDNA probe under low stringency conditions (9). Filters were
washed three times at room temperature in 2X SSC, 0.05% SDS,
and twice at 42°C in 1X SSC, 0.05% SDS, for 1 h each.

Sequencing method. The EO15 nucleotide sequence was deter-
mined by using the dideoxynucleotide chain-termination method (29)
with T7 polymerase according to the USB protocol (Cleveland, Ohio)
using specific synthetic oligonucleotide sequencing primers.

Northern blot analysts. RNA was extracted by using the guani-
dine thiocyanate/CsCl gradient method (30). Equal amounts of total
RNA (10 ug) were separated by electrophoresis on 1.2% agarose
formaldehyde denaturing gels and transferred to nylon membranes
(Amersham, France). The blots were subsequently hybridized with
human g-actin ¢cDNA probe and with two cDNA probes from EO15
clone, labeled with *?P (Amersham, UK; *2P dCTP, 3000 Ci/nmol) by
random hexamer priming (31). The blots were washed at high strin-
gency conditions: three times at room temperature in 2X SSC, 0.05%
SDS, and twice at 60°C in 0.1X SSC, 0.05% SDS, for 1 h each.

In situ hybridization. Purified eosinophil preparations were
washed three times in HBSS and approximately 1 X 10° cells were
cytocentrifuged onto acid-cleaned microscope slides. They were
stored with dessicant at —~80°C until required. To eliminate nonspe-
cific binding of riboprobes to eosinophils (32, 33), slides were preh-
ybridized at 52°C for 2 h in the presence of unlabeled single-strand
pBS RNA (33). **S-labeled UTP was incorporated into EO15 ribo-
probes (sense or antisense) transcribed from EO15 cDNA cloned into
pBS according to manufacturer’s protocol (Stratagene, La Jolla, CA).
35S-labeled riboprobes {10° cpm) were added to prehybridized cetls
and incubated at 52°C overnight. The washes and RNase treatment
were as previously described (33). After 1 day of exposure, prepara-
tions were stained with Giemsa and examined at X100 with a Polyvar
microscope.

HLA-E IN EOSINOPHILS

RESULTS

Detection and isolation of EQ15 clone. Based on the
similarities in structure and antigenic cross-reactivity
between the B cell CD23 and the eosinophil FceRIl, a
CD23 cDNA probe was used to screen a ¢cDNA library
prepared from eosinophils purified from HE patients.
Under low stringency screening, only three weakly posi-
tive clones were obtained. A comparison of the restriction
maps of these three clones revealed that two of them,
designated EO15 (1820 bp) and EO9 (1300 bp) were the
same (Fig. 1A), whereas the third, EO13, contains two
artifactually linked cDNA encoding actin and ribosomal
RNA. The longest clone, EO15, was studied in more de-
tail.

EO15 nucleotide sequence comparisons with non-
classical HLA class I sequences. Alignment of EO15
sequence with those of previously published HLA class |
genes revealed that EO15 was 99.9% homologous to the
non-classical class I genomic clone, HLA-E (13) and to an
HLA-E cDNA clone, JTW15 (14) (Fig. 1B). EO15 starts at
nucleotide 2411 of the HLA-E gene and extends 435
nucleotides further in the 3’ direction, whereas the HLA-
E clone JTW15 terminates at nucleotide 955 of the EO15
cDNA (Fig. 1B) and was generated by using one of the
two polyadenylation signals located at the 3’ end of the
Alu sequence. EO15 contains an additional polyadenyl-
ation signal, which is followed 18 bp downstream by a
poly(A) tail. Within the overlapping sequences, EO15
cDNA differs from HLA-E exons at only two positions: a
deletion of a C base at nucleotide 876 and a substitution
of A for G at nucleotide 925, both in the 3’ untranslated
region. The comparison of EO15 to another HLA-E-re-
lated gene, RS5 (12), revealed more divergence (Fig. 1B).
Most modifications (2 base-inversion, deletion, and ad-
dition) were found in the 3’ untranslated region of EO15
¢DNA including a loss of similarity between the sequence
following nucleotide 1149 of EO15 and the last 30 bp of
RS5. In addition, the 28-bp repeat sequence absent in
RS5 but present in HLA-E was also found in EO15 (nu-
cleotides 402-429). The EO15 clone contains an open
reading frame from nucleotides 1 to 366, which corre-
spond to the middle of the a3 domain (nucleotides 1-
173), followed by the transmembrane region (nucleotides
174-290) and the cytoplasmic domain (nucleotides 291 -
366) (Fig. 1). One hundred percent similarity is found at
the amino acid level between HLA-E, JWT15, and EO15.
These comparisons indicate an identity between HLA-E
and EO15.

Expression of the EO15 mRNA in purified blood cell
populations. Two different cDNA probes were used to
identify EO15 transcripts in Northern blots. The nonspe-
cific probe (EO15-NS) contains the entire EO15 cDNA,
whereas the specific probe (EO15-S) consists of the 404-
bp BamHI-EcoRlI fragment from the 3’ extension of EO15
c¢DNA (for probe localization, see Fig. 1A). The EO15-NS
probe revealed two EO15 mRNA species of 1.9 and 3.3
kb, which were present at high levels in the different
human blood cell populations examined (Fig. 2A). Nor-
modense (lanes 1, 2, 11, and 12), hypodense (lanes 3, 4,
13, and 14), and unseparated eosinophils {lanes 5, 6, 15,
and 16), all expressed both messages at the same ratio.
Identical observations could be made on neutrophils
either obtained from a normal donor (lane 7) or from an
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Figure 1. A, organization of EO15and -
EO9 cDNA clones (] indicates starting
point). A restriction map of EO15 clone is EOLS
shown at top. Restriction sites indicated ~ iLA°F
are: A, Aval; Ac, Accl; B, BamHI; E, EcoRI; CYTO 1 (EXON 6)
H, HindIIl; P, Poull; S, Sacl; Sp, Sphl. * EOLS
indicates the three polyadenylation sig- gxs.?-s
nals. Region of EO15 subcloned and used
as probe is indicated by line EO15-S. B, ig}l\fE
complete nucleotide sequence of EO15 RSS -
cDNA and comparison with the nucleotide
sequence of HLA-E and RS5 (exons 4, 5, 215
6, 7, and 3’ untranslated). Terminal re- RIS
peats of the Alu sequence are boxed. Alu
sequence is underlined and polyadenyla- 01>, TSTTCTCTTTTCTAT
tion sites are double underscored. ¥, lim- RSS

its of exon; @, stop codon; O, indicates the
3’ end of JTW15/HLA-E cDNA. TM,
transmembrane region. CYTO, cyto-
plasmic domain. {These sequence data are
available from EMBL under accession
number X56841.)
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Figure 2. Northern blot analysis of total RNA derived from blood pu-
rified cell populations: normodense ecsinophils (lanes 1, 2, 11, and 12),
hypodense eosinophils {lanes 3, 4, 13, and 14), unseparated eosinophils
{lanes 5, 6, 15, and 16), normal donor neutrophils (lane 7), HE neutro-
phils (lane 8), normal donor lymphocytes {lane 9), and HE lymphocytes
(lane 10). Arrows indicate the third form of EO15 mRNA species (4.5 kb).
The blots were subsequently hybridized with EO15-NS probe (A}, EO15-
S probe (B), and 8-actin probe (C).

HE patient (lane 8). Control lymphocytes purified from a
normal donor (lane 9) and from an HE patient (lane 10)
also expressed EO15 mRNA at similar ratios to eosinophil

1817

or neutrophil populations.

Another form of EO15 mRNA (4.5 kb) seems to exist in
the various cell types studied in addition to the 1.9 and
3.3 kb messages (Fig. 2). This species could correspond
to an unspliced nuclear precursor. Similar patterns of
mRNA levels were seen when the blood samples were
probed with EO15-S, which only recognizes the 3.3 kb
and the 4.5 kb species (Fig. 2B). Samples were standard-
ized using a g-actin probe (Fig. 2C).

Expression of the EO15 mRNA in various cell lines.
The expression of EO15 mRNA was much more variable
in the several cell lines tested in contrast to purified
human blood cells (Fig. 3A). The monocytic (U937, lane
3) and B (WiL-2wt, lane 4) cell lines expressed EO15
mRNA at higher levels than other tested cell lines. Inter-
mediate levels were found in the NK-like (YT, lane 2) and
eosinophilic (EoL3, lane 6) cell lines. Only low levels were
detected in the megakaryocytic (DAMI, lane 1} and T
(Jurkat, lane 5) cell lines. All these cell lines also showed
the same variability in the expression of the 4.5 kb-
species of EO15 mRNA.

When EO15-S was used as probe, the pattern of expres-
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Figure 3. Northern blot analysis of total RNA derived from different
cell lines: the megakaryocytic cell line (DAMI, lane 1), the NK-like cell
line (YT, lane 2}, the monocytic cell line (U937, lane 3), the B cell line
(WiL-2wt, lane 4), the T cell line (Jurkat, lane 5), and the eosinophilic
cell line {Eol3, lane 6). Arrows indicate the 4.5-kb species. The blots were
hybridized with EO15-NS probe (A), EO15-S probe (B), and §-actin probe
(panel C).

sion of the 3.3-kb and 4.5-kb mRNA species was the
same as when the EO15-NS probe was used (Fig. 3B).
The level of §-actin expression was used to control the
amount of RNA (Fig. 3C).

Localization of EO15 mRNA in human eosinophils by
in situ hybridization. To confirm the cell type of the 1.9-
and 3.3-kb mRNA expressing cells, the EO15-NS and
EO15-S riboprobes (sense or antisense) were used to
perform in situ hybridization on human blood eosinophils
(preparations containing 98% eosinophils) (Fig. 4). Only
the *>S-antisense {(—) EO15-S and EO15-NS riboprobes
strongly hybridized to eosinophils (Fig. 4, A and C). Sense
(+) EO15-S and EO15-NS riboprobes produced only non-
specific background binding to eosinophils (Fig. 4, B and
D). In addition, when cells were hybridized with EO15-

Figure 4. Detection by in situ hybridi-
zation of EO15 mRNA expression on un-
separated eosinophils from HE patients
{A-D). The EO15 specific probes (EO15-
S) used are antisense (—) (A) and sense (+)
(B). The EO15 nonspecific probes (EO15-
NS) are antisense (~} (C) and sense (+} (D).
After 1 day of exposure, the slides were
stained with Giemsa and examined at
x100.

HLA-E IN EOSINOPHILS

NS riboprobes (detecting 1.9 and 3.3 kb transcripts), a
greater accumulation of silver grains was observed in the
cytoplasm of eosinophils in comparison with EO15-S
riboprobe hybridization. These results, which can be ex-
plained by a cross-hybridization of EO15-NS riboprobes
with perhaps other HLA class I transcripts, are in agree-
ment with the Northern blot analysis.

Increased expression of EO15 mRNA by IFN-y. The
effect of IFN-v on the expression of EO15 transcripts was
examined in eosinophils, neutrophils, and in the EoL3
cell line (Fig. 5). The level of EO15 mRNA was increased
after culture with 100 U/ml of IFN-v in EoL3 cell line (A)
and in eosinophils obtained from HE patients (B),
whereas increase was much less evident in neutrophils
(C). The dose of IFN-y used increased in parallel both the
1.9- and 3.3 kb-transcripts. In the EoL3 cell line (A) the
4.5-kb EO15 species seems also to increase. No signifi-
cant variation was observed for the 8-actin mRNA level.

DISCUSSION

To clone the eosinophil FceRII, a strategy was designed
based on the described antigenic similarities between the
eosinophil IgE receptor and the B cell CD23/FceRII (7). A
CD23 cDNA (9) was used to screen an eosinophil cDNA
library under low stringency conditions, previously
shown to be required for the CD23 mRNA detection in
eosinophils (8). The reduced stringency conditions might
explain the cloning of unrelated cDNA. To explain why
the CD23 probe resulted in the isolation of EO15/HLA-E,
EO15 and CD23 sequences were compared and revealed
no significant similarity, only several isolated stretches
of homology (88% similarity within 12 to 15 adjacent
bases) were found on the 3’ untranslated regions. The
hypothesis that it might be due to Alu sequences in both
genes can be excluded since CD23 probe does not contain
Alu sequences.

Analysis of the EO15 ¢cDNA sequence revealed a very
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EO15-NS

‘. B-actin

Figure 5. Northern blot analysis of RNA derived from EoL3 cell line
(A). unseparated eosinophils (B), and neutrophils (C) from HE patients
cultured for 24 h in the absence (lane 1) and presence (lane 2) of IFN-y
at 100 U/ml. The total RNA was hybridized with EO15-NS and g-actin
probes.

high degree of similarity with HLA-E exons (13). Since
EO15 a-1 and a-2 sequences are unknown, eosinophil
mRNA was probed with two oligonucleotides correspond-
ing to HLA-E-derived sequences for the «1 and a2 do-
mains, respectively. The mRNA that were detected with
those probes (data not shown) co-migrated with the two
mRNA species (1.9 and 3.3 kb) found with EO15-NS
probe (Fig. 2A). Based on these results, it was concluded
that EO15 is identical to HLA-E. We demonstrated here
that the two EO15/HLA-E messages can be generated by
an alternative use of two different poly(A) addition sig-
nals. The previously published ¢cDNA clone, JTW15,
seems to correspond to the 1.9-kb message, whereas
EO15 and EO9 cDNA represent the 3.3-kb mRNA species.
In contrast to classical HLA class I genes which are highly
polymorphic, EO15/HLA-E and JTW15 appear to be very
conserved in nucleotide and amino acid sequences.

T, B, and myelomonocytic cell lines have been shown
to possess HLA-E transcripts (13). The level of HLA-E
expression appears to be variable according to the cell
type and the activation state of the cells. Resting periph-
eral blood T lymphocytes expressed the 3.3-kb transcript
at a higher level than the activated T lymphocytes (13).
 In contrast to normodense eosinophils, hypodense eosin-
ophils are considered as activated cells with regard to
their metabolic response {20), IgE-dependent cytotoxic
ability (21), or mediator release (22) and organ-tissue
distribution {23). To detect possible variations in EO15
mRNA expression during the eosinophil activation, the
amount of EO15 messages on blood normodense and
hypodense eosinophils was compared. This investigation
revealed that both eosinophil subpopulations express
high levels of EO15/HLA-E mRNA. In spite of the higher
background observed in eosinophil preparations, in situ
hybridization clearly confirmed the presence of EO15
mRNA in human eosinophils and also excluded the pos-
sibility that positive signals in Northern blot analyses
resulted from contaminating cells. These studies indicate
that HLA-E mRNA regulation in eosinophils differs from
that of T lymphocytes (13). EO15/HLA-E seems therefore
to be expressed constitutively in hypodense and normo-
dense eosinophils from HE patients. This investigation
should be extended to eosinophils from normal subjects
to determine a possible difference between normodense
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eosinophils from HE patients and eosinophils from nor-
mal subjects. It is interesting to note that HLA-DR mole-
cules (5) and IL-2R (CD25) (34) were detected on the
surface of normal eosinophils only after stimulation by
co-culture with 3T3 fibroblasts and granulocyte-macro-
phage CSF. However, a recent study shows that CD25
could be expressed spontaneously by eosinophils from
HE patients (3}). Thus, to determine whether EO15/HLA-
E mRNA are translated and if corresponding proteins are
translocated to the cell surface, EO15/HLA-E molecules
must be localized and quantified in blood leukocytes
taken at various stages of activation.

IFN-v receptors have been identified on granulocytes
(35) and IFN-y has been shown to be an activator of
eosinophil functions (36). The presence of an IFN-respon-
sive element in the HLA-E promoter (13) suggested that
IFN-v could increase EO15/HLA-E mRNA in eosinophils
and neutrophils. We observed such an up-regulation after
24-h culture with 100 U IFN-vy in eosinophils from HE
patients. Likewise, EO15 mRNA levels increased in the
eosinophil-derived EoL3 (Fig. 5A) and megakaryocytic
DAMI cell lines {data not shown) after IFN-y stimulation.
The other form of HLA-E/EO15 mRNA (4.5 kb), previ-
ously observed in U937 cells only after stimulation by
IFN-v (14} and detected here in all cell types studied, was
also up-regulated by IFN-v.

It has been shown that eosinophils have phagocytic
properties facilitating ingestion of IgG or IgE immune
complexes (37, 38). A recent report also indicated that
human eosinophils can process Ag and function as class
II (HLA-DR)-restricted APC (39). However, until now, nei-
ther the detection of membrane HLA-E proteins nor its
function in Ag presentation have been reported. There-
fore, the localization and the level of HLA-E products
have still to be determined to understand the potential
role of EO15/HLA-E proteins in eosinophil functions.
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Résultats complémentaires

Dans le but de comprendre pourquoi des clones ne correspondant pas au CD23 ont été obtenus
avec la sonde CD23 des lymphocytes B, la recherche des zones d’homologie existants entre les

séquences des clones obtenues et celle du CD23 a été réalisée grace au programme PC-Gene.

Figure 6. Localisation des zones homologues au niveau de la séquence du clone EO15 (HLA-E) et
de celle du CD23. Ces zones sont mentionnées par ordre alphabétique. Leur taille est indiquée par

le nombre de nucléotides et le pourcentage d’homologie est donné pour chaque zone homologue.

cpz3
G K.

EOLS 3 A. I C HED Gf
L L 1 11 ¥
Zones homologues | nombre de nucléoddes % d'homologie

A - 82 63.4
B 46 69.5
. C 43 73.3
D 12 91.7
E 12. 91.7
F 17 88.2
G. 43 69.8
H 10 100
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Discussion

La stratégie de clonage du récepteur pour I'IgE (FceRII) de 1'éosinophile nécessitait tout
d'abord le choix de la sonde la mieux appropriée. Comme l'anticorps monoclonal anti-éosinophile
(Ac BB10) reconnait une séquence d'adhésion associée au récepteur pour 1'IgE mais également
présente sur d'autres structures ou types cellulaires (Grangette et al., 1989), nous n'avons pas pu
l'utiliser comme sonde spécifique. D'autres résultats ayant suggéré une analogie structurale et une
antigénicité croisée entre le CD23 et le récepteur pour 1'IgE de 1'éosinophile, la voie d'approche
pour le clonage du FceRII de I'éosinophile s'est basée sur une homologie probable en séquence
nucléotidique avec le CD23 pour le criblage d'une banque d’ADNc d'éosinophiles provenant de

patients HE.

Ce criblage n'a pas abouti a l'obtention de clones correspondant au CD23. Par alignement des
séquences, les ADNc des clones obtenus ne présentent que de faibles homologies avec celui du
CD23 (Figure 6). Les seules zones homologues significatives (zones D, E, F, et H) sont de taille
trés courte (entre 10 et 17 nucléotides) et se localisent essentiellement dans la partie non codante du
CD23 et du clone EO15 (HLA-E). Ces zones d’homologies peuvent correspondre aux épitopes

CD23 exprimés par les éosinophiles de patients HE (Résultats I).

Plusieurs raisons peuvent étre évoquées afin d'expliquer 1'absence d’homologie des clones
obtenus vis a vis de la sonde utilisée. Sachant que les banques d'’ADNCc sont spécifiques de types
cellulaires et puisqu'une cellule donnée ne posseéde pas tous les ARN messagers de l'individu,
mais uniquement ceux dont l'état de différenciation cellulaire permettent la transcription, les ARN
totaux d'éosinophiles des deux sujets HE utilisés pour la construction de la banque d'ADNc, ne
contenaient probablement pas I'ARN messager correspondant au CD23. D'ailleurs, les
éosinophiles de ces deux patients n'avaient pas €té testés pour leur taux de fixation de I'IgE en
cytofluorométrie en flux. Deuxiémement, la faible stringence utilisée pour les lavages des filtres de
nitrocellulose lors du criblage de la banque peut également influencer sur la spécificité du clonage.
Troisieémement, I'hypothése d'une homologie en séquence nucléotidique entre le CD23 et le

récepteur IgE des €osinophiles pourrait €tre remise en cause.
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Par ailleurs, cette méme stratégie de clonage utilisant 'ADNc du CD23 comme sonde
nucléotidique, en des conditions homologues, pour le criblage d'une banque d'ADNc de
lymphocytes B murins activées par 1'IL-4 a été€ entreprise avec succes (Bettler ez al., 1989b) pour
le clonage du CD23 murin. Certes les facteurs d'induction de l'expression du CD23 sont bien
décrits et les lignées cellulaires B sont facilement mises en culture in vitro sans pour autant que leur
taux d'ARNm soit diminué; ce qui n'est pas le cas pour les éosinophiles de patients HE. Ainsi,

cette voie d'approche n'est pas applicable pour le clonage du récepteur pour I'IgE de 1'éosinophile.

Néanmoins, ce travail a permis de cloner et de caractériser une molécule appartenant a la famille
du complexe majeur d'histocompatibilité et plus particuliérement aux antigénes de HLA de classe [
non classique, HLA-E. L'originalité de la séquence de ce clone, par rapport aux séquences
publiées, est 'existence d'un troisiéme signal de polyadénylation au niveau de l'extrémité 3' non

codante (435 nucléotides en plus de la séquence publiée).

Des résultats contradictoires ont été obtenus concernant l'expression en surface de ces
molécules de classe I non-classique, HLA-E. La transfection du fragment HLA-E de 6,2 kb dans
une lignée LCL mutante négative pour les HLA classe I permet l'obtention d'une chaine
intracellulaire de 41 kDa coprécipitée par la f2m (Shimizu et al., 1988; Koller ez al., 1988). Au
contraire, la transfection du fragment HLA-E de 16 kb dans les cellules L murins exprimant la
B2m ne produit aucune molécule détectable en surface (Srivastava et al., 1987). Ces résultats
laissent a penser que l'expression des antigénes HLA-E est régulée par un contrdle post-
transcriptionnel codé au niveau de la région 3' non codante (Ulbrecht et al., 1992a). 1l est a noter
que le transport intracellulaire et I'expression a la surface des molécules de classe I classiques
(HLA-A, -B, et -C) sont controlés par un assemblage efficace de complexe trimoléculaire et sont
sous la dépendance de la disponibilité de certains peptides contenus dans le réticulum
endoplasmique (Alexander er al., 1990; Anderson et al., 1991; Spies et al., 1992). L'expression
non productive des molécules HLA-E a la surface cellulaire, semble étre le résultat d'une faible
stabilité des molécules HLA-E durant leur transport vers la surface cellulaire. Ceci est
probablement dii a un déficit de liaison entre HLA-E et des peptides endogénes ayant pour rdle le

transport des protéines vers la membrane. Cette faible expression membranaire de HLA-E peut €tre
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significativement augmentée soit par la baisse de la température de culture des cellules transfectées

soit par une supplémentation en 32m dans le mileu de culture (Ulbrecht er al., 1992b).

Les antigénes de classe I classiques jouent un role essentiel dans la présentation d'antigéne aux
cellules CTL par leur capacité a lier des peptides cytoplasmiques provenant de protéines virales
dégradées et les exposent a la surface cellulaire (Towsend ez al., 1989). La fonction des antigénes
de classe I non classiques n'a pas été définie de maniere tres précise. Toutefois, le fait que la
séquence nucléotidique HLA-E est trés conservée par opposition a celle des antigénes de classe I
classiques suggere que ces molécules non classiques (de type HLA-E) peuvent représenter des
éléments essentiels de restriction. Il a été proposé, chez la souris, que certains antigénes du
complexe H2 non-classique peuvent jouer un rdle dans la présentation de peptides synthétiques
aux cellules T (Miligan et al., 1991; Vidovic et al., 1989) et dans la tolérance du soi (Stroynowski,
1990). Par ailleurs, HLA-G, un homologue des molécules de classe I non classiques, semble

représenter un élément majeur de restriction chez les primates (Watkins et al., 1990).

Les éosinophiles sont capables de conditionner des antigénes et de fonctionner comme des
cellules présentatrices de l'antigéne via les molécules HLA de classe II (HLA-DR) (Weller et al.,
1993). Le fait que les éosinophiles normodenses expriment en trés grande quantité les messagers
codant pour HLA-E, de la méme manieére que les éosinophiles hypodenses, suggeére que ces
antigenes de classe I non-classiques interviendraient dans une des fonctions effectrices de

l'éosinophile en tant que cellule présentatrice de l'antigéne.
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RESULTATS I11.

Les éosinophiles de sujets HE expriment a leur surface des molécules

appartenant a la famille des S-lectines (Mac-2/eBP).

Ayant pour but d'identifier les molécules capables de fixer I'IgE sur les éosinophiles humains,
la premiére stratégie d'étude basée sur le criblage de la banque d'ADNc d'éosinophiles de patients
HE avec la sonde CD23 n'a pas donné de résultats trés concluants (Résultats II). Le fait que ce
criblage n'ait pas permis 1'obtention de clones reliés au CD23, laisse a penser que soit 'TARMm
codant pour le CD23 ne soit que tres faiblement représenté dans les éosinophiles, soit que les
molécules liant I'IgE présentes sur les éosinophiles humains puissent €tre de nature autre que le

CD23.

La description d'une nouvelle famille de molécules capables de fixer 1'IgE attira notre attention.
11 s'agit non pas de molécules transmembranaires mais de molécules de type lectine présentant des
spécificités pour les B-galactosides essentiellement (lectines de type S). La toute premi¢re molécule
découverte fiit le CBP 35 qui est exprimée par les fibroblastes (Moutsatsos et al., 1987). De
nombreuses lectines spécifiques pour le B-galactoside sont depuis définies sur différents types
cellulaires: IgEBP ou €BP sur les basophiles, Mac-2 sur les macrophages... Des évidences
structurales et moléculaires laissent & penser qu'il s'agit d'une seule et méme molécule. Toutefois,

la capacité de fixation de I'IgE a surtout été décrite pour 1a molécule €BP.

Ainsi, l'objectif de ce travail a ét€¢ de démontrer que (1) ce type de molécules lectiniques pouvait
étre exprimé par les éosinophiles de sujets HE; et que (2) ces lectines (Mac-2/eBP) étaient

également impliquées dans la cytotoxicité IgE-dépendante des éosinophiles.
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ABSTRACT

Mac-2 is an S-type lectin identified in inflammatory macrophages and shows homology to the
rat IgE-binding protein (¢BP). In the present study, we found that human eosinophils express
Mac-2/eBP. By flow cytometry, significant binding of anti-Mac-2 mAb was detected on the
surface of highly purified eosinophils from about half of the eosinophilic patients tested. Northern
blot performed with human eosinophil RNA hybridized with the human Mac-2 or eBP cDNA
probes revealed that eosinophils presented an unique transcript at 1.2 kb. Eosinophil molecules
were characterized by immunoblotting and immunoprecipitation with anti-Mac-2 and anti-eBP

antibodies. The same protein pattern was observed with the two immunoprobes: presence of a
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molecule at 29 kD and detection of two additional molecules at 20 and 15 kD, absent from control
alveolar macrophages. The function of these molecules was first investigated in a radiolabeled IgE
binding assay. Anti-Mac-2 mAD as well as galactose and lactose saccharides significantly inhibited
the binding of radiolabeled human myeloma IgE protein to eosinophils. Moreover, the dose-
dependent inhibition by anti-Mac-2 mAb of IgE-dependent eosinophil-mediated cytotoxicity
towards parasite targets indicated the role of these IgE-binding molecules in the function of human
eosinophils. These results suggest that in addition to transmembrane receptors, lectin-type

molecules can participate in the IgE-dependent function of eosinophils.

INTRODUCTION

Eosinophil numbers dramatically increase in the blood of patients with various diseases.
Circulating eosinophils obtained from hypereosinophilic (HE) patients are very heterogeneous and
two populations of eosinophils (designated normodense and hypodense) have been identified on
the basis of density gradient sedimentation (1). Hypodense eosinophils can be differentiated from
normodense eosinophils by various criteria such as morphological alterations and membrane
receptor increase (2-5). Effector functions such as the capacity to induce IgE-dependent
cytotoxicity (3) or IgE-mediated release of mediators (4), are enhanced in hypodense eosinophils.
Understanding of the implication of human eosinophils in diseases associated with increased IgE
levels requires structural and functional analyses of the various IgE-binding molecules present on
these cells.

Immunoglobulin E is the class of immunoglobulin responsible for human anaphylaxis and
allergic reactions, which exerts its biological function through interaction with cell surface
proteins. Two main groups of IgE-binding molecules have been described. The first class of
molecules, defined as IgE receptors with a membrane anchor domain, is found on most cells
involved in the immune response. Mast cells and basophils present high affinity Fc receptors for
IgE (FceRI) (6) while lymphocytes and inflammatory cells present a low affinity Fc receptor for
IgE (FceRII/CD23) (7). Beside these IgE Fc receptors, several molecules present the ability to
bind both IgE and selective carbohydrates. These molecules constitute a part of the family of

lectins with specific carbohydrate-recognition domain (CRD) (8).
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In order to identify the molecules that bind IgE on human eosinophils, a first strategy was
based on the described antigenic similarities between eosinophil IgE receptor and the B cell
FceRII/CD23 (9, 10). This approach allowed us to demonstrate the variable membrane expression
of several epitopes of CD23 on eosinophils from patients. Moreover, CD23 was shown to
participate to IgE binding and IgE mediated cytotoxicity of human eosinophils (10). However, the
screening of an eosinophil cDNA library with the CD23 probe did not permit the cloning of a
cDNA related to CD23 (11), leading to the hypothesis that human eosinophils might express
another type of IgE-binding molecule. A family of molecules has particularly drawn our attention:
Mac-2, a murine macrophage cell surface protein (12) shown to be highly homologous to the
carbohydrate binding protein 35 (CBP35) (13) and to the rat IgE-binding protein (¢BP) (14). The
human counterparts of éBP (heBP) and Mac-2 (hMac-2) cDNA have been recently cloned (15,
16). The comparison between hMac-2 and he BP sequences reveals that hMac-2 is identical to
heBP except for one nucleotide in the coding region and one nucleotide upstream of the polyA tail
(B. Cherayil, personal communication). These molecules belonging to the S-type lectins (thiol-
dependent) with a specific b-galactoside recognition domain (17), are detected on the cell surface,
in the cytoplasm and in the nucleus. They are expressed by various cell types, specifically after
activation (18). The precise functions of these lectins are still unknown; however, eBP has been
recently proposed as a cell adhesion protein (18).

The purpose of the present study was to investigate whether human eosinophils can express
molecules of this lectin family, using binding of antibodies directed against Mac-2 or against he BP
and Northern blot with the corresponding cDNAs. In addition, we have evaluated the involvement
of these molecules in an IgE binding assay and in IgE-dependent eosinophil-mediated cytotoxicity
against parasite larvae. Our results suggest that besides FceRII/CD23, lectin-type molecules can

participate to the IgE-dependent effector function of eosinophils.

MATERIALS AND METHODS
Leukocyte separation. Human eosinophils were obtained from venous blood of patients with
eosinophilia of various etiologies by centrifugation through metrizamide discontinuous gradients

according to previously described techniques (1). Hypodense eosinophils were present in the
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lower density layers (layer III) corresponding to 20-22% metrizamide solutions. Intermediate
density eosinophils were collected from the 22-23% metrizamide solutions (layer IV) whereas
normodense eosinophils were collected from the 23-24% and 24-25 % metrizamide layers (layer
V and VI). The layer presenting the highest degree of purity of eosinophils in sufficient amounts
was selected for each patient. Blood eosinophils were also directly obtained after dextran
sedimentation of leukocytes from patients with eosinophil counts superior to §2%. Human
alveolar macrophages were obtained by bronchoalveolar lavage of asthmatic subjects. The degree
of purity and the morphologic integrity of cell populations were estimated after staining of

cytocentrifuged preparations with Giemsa.

Cell Lines. The Rat Basophilic Leukemia (RBL) cells was kindly donated by Dr. Stadler (Bern,
Switzerland). The NK-like cell line (YT) was established from a patient with acute lymphocytic
leukemia with thymoma (19) and obtained from Dr. Yodoi (Kyoto, Japan). The promyelocytic
HL60 cell line was kindly donated by Dr. Stehelin (Lille, France). The HL60 cell line was induced
to differentiate toward the macrophage phenotype by treatment with 10-7M phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA) for 48 hr (16). All cells were maintained in RPMI 1640 (GIBCO, Grand Island,
NY) supplemented with 10% Fetal calf serum (FCS), 2 mM L-glutamine, 50 mM P2-

mercaptoethanol and antibiotics.

Immunoglobulins and Antibodies, Human myeloma IgE-PS was kindly donated by Dr. H. L.
Spiegelberg (San Diego, CA). Rat-mouse hybrid monoclonal antibodies anti-Mac-2 (M3/38) were
purchased from Boehringer Mannheim (Germany). The anti-Mac-2 hybridoma supernatant (20)
was kindly given by Dr. B. Cherayil (Boston, USA). The rabbit immune serum raised against
human recombinant éBP has been previously described (18). As controls, purified rat IgG (Miles,
Rehovot, Israel) or normal rabbit serum have been used. Control hybridoma supernatants were
murine anti-FcaR My43 (kindly donated by Dr. L. Shen, Hanover, NH) that binds to eosinophils
(21) and rat anti-S. mansoni. Fluoresceinated (FITC) anti-human IgE antibodies (Fab'2) and anti-
rat IgG2a antibodies (affinity purified goat anti-rat IgG2a, y chain specific (Fab'2) were purchased
from Cappel Laboratories (Cochranville, PA). Labeled antibodies to rat IgG (H+L) and to rabbit

IgG (H+L) peroxidase were purchased from Diagnostics Pasteur (France).
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Flow cytometry. For the detection of Mac-2, 106 purified eosinophils were incubated with
M3/38 or nonspecific isotype control mAb at a concentration of 10 pig/ml, in a total volume of 100
pl. After 1 hr at 4°C, cells were washed and incubated with FITC-conjugated anti-rat IgG2a
antibodies (dilution 1/40) for 30 min, then washed and fixed with 1% paraformaldehyde. For IgE
binding analysis, aliquots of the same eosinophil preparations were incubated with IgE-PS (50
mg/ml) for 1 hr at 4°C. After washing, cells were labeled with FITC-labeled anti-IgE antibodies
(1/40 final dilution) for 30 min at 4°C. All dilutions and washes were performed in PBS. Cells
were analysed with an Orthocytofluorograph SOH (Ortho Diagnostics Systems, Westwood, MA)
using a logarithmic fluorescence intensity scale. Results are expressed as percentage of labeled
eosinophils over the threshold (10). The background fluorescence obtained with isotype controls

has been subtracted.

Northern blot analysis. Total RNA was isolated from cells as described (11), and was
subjected to electrophoresis in a formaldehyde/1.2% agarose gel, blotted onto a nylon filter and
hybridized overnight at 42°C in hybridization solution (10% dextran sulfate, 40% deionised
formamide, 4 x SSC, 20 mM Tris ph 7.4, 1 x Denhardt's solution, 0.1% SDS and 20 pug/ml DNA
sperm hareng) containing 32P labeled hMac-2 cDNA probe (16). The probe was removed by
boiling the blots on a solution of 0.1% SDS. The same filter was then hybridized with two more
probes: 32P-labeled heBP ¢cDNA probe (15) and B-actin. Washes were carried out in 1 x SSC,
0.05% SDS at 55°C.

Preparation of cell extracts. The cells were lysed with a nonionic detergent mixture consisting
of 0.5% NP-40 in 1 mM PMSF, 10 mM benzamidine hydrochloride, 50 mM &-amino caproic acid
and 20 mM iodoacetamide. After 30 min of incubation at 4°C, the insoluble material was removed
by centrifugation at 20,000 x g for 15 min at 4°C. Bradford's method, using the microassay
procedure outlined in the Bio-Rad technique, was employed to estimate the protein concentration

as previously described (22).
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Western blot analysis, Protein extracts separated on 13% SDS-PAGE, were electrophoretically
transferred for 2 hr onto nitrocellulose paper as previously described (23). Protein blots were
probed with anti-Mac-2 (dilution 1/40) or anti-¢eBP (dilution 1/300) antibodies and further detected
by the addition of anti-rat or anti-rabbit antibodies conjugated with horseradish peroxidase,
respectively. The presence of peroxidase was revealed by incubating the nitrocellulose with
substrate solution (60 mg 4-chloro-1-naphtol in 20 ml methanol diluted in 100 ml PBS containing

100 ml hydrogen peroxide at 30%).

ling of leuk nd Immunoprecipitation. Twenty mg of cell extracts were iodinated
with 1251 (100 uCi by reaction) by the chloramine T method. Aliquots of 2 x 106 cpm were
precleared for 2 hr with normal rat serum or with normal rabbit serum and 50 pl of protein A-
sepharose or 50 Ll of protein G-sepharose (Pharmacia) in TNSTEN (50 mM Tris-HCI ph 8.2,
500 mM NacCl, 0.1% SDS, 05% Triton X100, 5 mM EDTA, 0.02% NaN3) with 0.1%
aprotinine. Immunoprecipitations were carried out by adding 40 ul of anti-Mac-2 hybridoma
supernatant or 1 pl of anti-€BP rabbit antiserum followed by 50 pl of protein G-Sepharose or 50
ul of protein A-Sepharose, respectively. After overnight incubation at 4°C, the Sepharose beads
were washed ten times with TNSTEN, 0.1% aprotinine and then resuspend and boiled for 3 min
in 40 pl of 1 x SDS-PAGE sample buffer. Aliquots of released material were analysed by SDS-
PAGE.

Binding of radiolabeled IgE. Human myeloma IgE-PS protein was radioiodinated by the
chloramine T technique as previously described, with a specific activity of 1 x 106 cpm/ 1 g (3).
Human eosinophils were puritied from 6 different patients with eosinophilia. Cells with low
density (layer Il or IV of the metrizamide gradient) were used. The degree of eosinophil purity
ranged between 83 and 93%. They were all Mac-2 positive (from 13 to 20%). Human eosinophils
(2.5 x 108/ml) were incubated with various concentrations of anti-Mac-2 or control hybridoma
supernatants together with 1251-1¢E (1 pg/tube in a total volume of 60 pl). The effect of anti- Mac-
2 mAb was compared to the inhibitory effects of carbohydrates in competition experiments
performed with a final concentration 100 mM of galactose, lactose and glucose. After incubation

for 90 min at +4°C, the cell suspensions were centrifuged over 20% sucrose and the radioactivity
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of the pellets was measured in a gamma scintillation spectrometer. The % inhibition of radiolabeled
IgE binding by a 100-fold excess dose of unlabeled IgE was considered as the maximum
inhibition. All results obtained with anti-Mac-2 or control antibodies were presented as mean %
inhibition £ SEM in relation to those obtained with unlabeled IgE. Student's t test was used to

compare the values obtained in the presence or absence of anti-Mac-2 antibodies.

Cytotoxicity assay, Schistosoma mansoni schistosomula prepared according to the skin
penetration procedure were the targets of the IgE-mediated eosinophil dependent cytotoxicity as
previously described (3). Briefly, hypodense eosinophils (layer IV) were purified from 6 different
HE patients. The degree of purity ranged between 81 and 96%. They were all surface Mac-2
positive (between 12 and 35%). Purified eosinophils were then added to schistosomula in the
presence of IgE-rich immune sera from S. mansoni infected patients (unheated, final dilution =
1/32) at a ratio of 5,000 effector cells to one target and supplemented with recombinant huGM-
CSF at 10-12M to obtain optimal levels of cytotoxicity. For inhibition experiments, various
concentration of anti-Mac-2 hybridoma or control anti-FcaR My43 supernatants and M3/38 or
control rat IgG were added directly to the wells of the microplates together with the targets,
antibodies and effector cells, without preincubation. Results were given as percent dead larvae

(mean % cytotoxicity from 6 duplicate experiments + S.E.M) after 24 h incubation at 37°C.

RESULTS

Flow cytometry analysis of Mac-2 and IgE receptors on human eosinophils.

In order to investigate the membrane expression of Mac-2 molecules, eosinophils from
different patients were submitted to flow cytometry after incubation with anti-Mac-2 mAb (M3/38)
or irrelevant rat IgG antibodies. In parallel, eosinophils of the same patients were incubated with
IgE in order to evaluate the percentage of eosinophils that possess IgE-binding capacity. As
summarized in Table I, independently of eosinophil origin and density, surface Mac-2 molecules
were detected in about half of the patients (group I). All patient eosinophils from this group both

expressed Mac-2 molecules (range: 14 - 29%) and bound IgE (range: 18 - 79%). The patients
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from the second group (group II) did not express Mac-2 molecules (range: 1 - 5%) on the surface

of their eosinophils but bound IgE (range: 14 - 52%).

Detection of mRNA encoding Mac-2/¢eBP,

With the aim to know whether eosinophils can express the hMac-2/eBP mRNA, Northern blot
performed with eosinophil RNA from some patients tested by flow cytometry was probed with the
hMac-2 cDNA (Fig.1, panel A) and further with the heBP ¢cDNA (Fig.1, panel B). The two
probes revealed the same mRNA band at 1.2 kb in all eosinophil preparations from both groups of
patients (group I: patients n° 3, 5, 13, 15 and group II: patients n° 6, 7, 11). As controls, the
analysis of RNA from alveolar macrophages (Mg) and from several cell lines (HL60, NK-like
(YT), and RBL) also revealed the presence of the 1.2 kb mRNA. The -actin mRNA was used as

a monitor of the amount of RNA loaded onto each gel (Fig.1, panel C).

Characterization of the molecules expressed on eosinophils by western blotting.

The characterization of molecules was performed by immunoblotting with anti-Mac-2 (Fig.2).
Western blot analysis performed with different eosinophil protein extracts revealed, at variable
levels, a molecule at the molecular weight of 29 kD in eosinophil extracts from patients n° 5, 13, 6,
7 and 16. An additional molecule at approximately 20 kD was found in the case of patients n°® 13, 6
and 7. As control, alveolar macrophage extracts also showed the presence of the 29 kD molecule
and, at higher amount, an additional molecule at approximately 27 kD but nothing apparent at 20
kD. The 20 kD molecule seemed specifically present in eosinophil extracts from some patients.
The 29 kD molecule was found in eosinophils from patients of both group I (surface Mac-2+,
IgE+) and group II (surface Mac-2-, IgE+).

Protein blots of some patients were comparatively tested with anti-Mac-2 and anti-¢BP
antibodies and the results of 4 representative patients (at least one in each group) were shown in
Fig.3. The two immunoprobes (Mac-2, lane b and €BP, lane c) revealed the same protein pattern
concerning the 29 kD molecule in eosinophils. Similar results were observed for alveolar
macrophages and for RBL. The 20 kD molecule present in eosinophils was also detected by anti-

€BP antibodies (patients n°13, 6 and 7, lane c).
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Immunoprecipitation analysis.

Immunoprecipitation by anti-Mac-2 mAb was performed with at least 3 donors in both groups
of patients mentioned in Table I, and all presented the same protein pattern. Only results of one
patient from each group (patient n° 3, group I; n° 16, unclassified; n° 8, group II) and control
alveolar macrophage extracts were shown in Fig.4. Autoradiography of SDS-PAGE confirmed the
presence of the 29 kD molecule in eosinophils from both patients and in macrophages.
Surprisingly, an additional molecule at 15 kD, absent in western blotting, was detected, but only
in eosinophils (Fig.4, lane a). The 16 kD and 45 kD bands present in patient n°16 (lane a) seemed

non specific, since there were also detected with control serum (lane b).

Involvement of Mac-2/¢BP in IgE-binding to eosinophils.

Mac-2/eBP molecules have been shown to bind several IgE glycoforms (15). In order to
investigate whether Mac-2/eBP expressed on eosinophils could be involved in IgE binding,
experiments of inhibition of radiolabeled IgE binding were performed. As shown in Figure 5, anti-
Mac-2 mAb significantly inhibited, in a dose-dependent manner, the binding of 125I-IgE to human
eosinophils. A similar level of inhibition was observed with unlabeled IgE and with the highest
concentration of anti-Mac-2 supernatant. In contrast, no significant inhibition was detected with
the control mAb used at the same concentrations (Fig.5). Since Mac-2 has been described as a b-
galactoside-binding lectin, detected by SDS-PAGE using either SDS or lactose elution but not in
glucose-eluted samples, competition experiments with carbohydrates have been performed. Only
galactose and lactose, at 100 mM, induced the same level of inhibition (100%) as unlabeled IgE or
anti-Mac-2 mAb, whereas glucose, used as negative control, inhibited at lower level the binding of

1251.1gE to eosinophils (not shown).

Role of Mac-2 /eBP molecules in IgE-dependent eosinophil mediated cytotoxicity.

In order to evaluate whether the molecules recognized by anti-Mac-2 mAb could be involved in
the IgE-dependent effector function of eosinophils, the effect of anti-Mac-2 mAb was investigated
in a cytotoxicity assay involving eosinophils and polyclonal IgE antibodies from patients.
Hypodense eosinophils were incubated together with IgE containing immune serum and various

concentrations of purified anti-Mac-2 mAb or anti-Mac-2 hybridoma supernatant in the presence of
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schistosomula targets. Results illustrated in Fig.6 clearly showed a highly significant and dose-
dependent inhibition of eosinophil mediated cytotoxicity in the presence of anti-Mac-2 mAb, by
comparison to control supernatant, rat IgG or to medium. It has to be pointed out that the control
supernatant was My43, a mAb which binds to eosinophils (21). Not only schistosomula killing
but also adherence of eosinophils to their targets was strongly inhibited by anti-Mac-2 mAb (data

not shown).

DISCUSSION

IgE receptors on human eosinophils have been demonstrated by a variety of experimental
approaches (22).The presence of different epitopes of CD23, the low affinity FceRII, on
eosinophils from patients has been recently reviewed (10). However, the low level of membrane
and mRNA expression of CD23 led us to suggest the existence of other types of IgE binding
proteins. In the present paper, we describe the capacity of eosinophils to express molecules
belonging to the S-type lectin family, namely Mac-2/eBP. Mac-2 was defined as a cytosolic lectin
with ability to bind to carbohydrates on the cell surface and on extracellular molecules (12, 16).
The expression of Mac-2 molecules on eosinophil surface was first analysed by flow cytometry,
and compared to the presence of IgE-binding sites. Two groups of patients have been defined
based upon the expression of Mac-2 versus IgE-binding. Patients of group I were positive for
both markers, while patients of group II were Mac-2- and IgE-binding+. These finding suggested
that other IgE-binding molecules than Mac-2 were expressed by eosinophils. Among them, CD23
might probably be involved, as recently demonstrated (10).

The expression of S-type lectins appears to be linked to cell differentiation or maturation. The
hMac-2 mRNA was found in various cell lines, particularly in HL.60 differentiated toward the

macrophage phenotype (16), and has been shown to increase during macrophage maturation (24).

Similarly to hMac-2, the heBP mRNA was detected in a variety of tissues and different cell lines
(15). The heBP was only found in one of the few human lymphoma cell lines tested (15) and its
surface expression widely varies among different mast cell lines (18). In the present work, only
eosinophils from HE patients have been analysed. No apparent difference in mRNA and FACS

analysis was detected between hypodense eosinophils (Table I, layer III), previously defined as
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"activated” eosinophils, and normodense eosinophils (Table I, layers V and VI). Eosinophils from
normal subjects are difficult to obtain in sufficient amounts but it would be nevertheless interesting
to compare eosinophils from HE patients and from normal subjects. The expression of surface
Mac-2 and of the corresponding mRNA by eosinophils differentiated in vitro from immature cord
blood cells, when CD23 was still undetectable, suggested an early expression of Mac-2 during
eosinophil differentiation (manuscript in preparation).

Both anti-eBP and anti-Mac-2 antibodies detect a Mr 28-35 kD protein, in macrophages and
Hela cells respectively (15, 16). Eosinophils from patients belonging to group I as well as to
group II expressed a 29 kD molecule detected both with anti-Mac-2 and with anti-eBP antibodies.
That these two antibodies recognize the same molecule on eosinophils was confirmed by
immunoprecipitation with anti-eBP antisera on cell extracts previously treated with anti-Mac-2
mADb (data not shown). We demonstrate that anti-Mac-2 mAb recognizes two other proteins than
the 29 kD Mac-2 on eosinophils: one at 20 kD and another one at 15 kD, the latter predominantly
detected in patient 3 by immunoprecipitation. Since anti-Mac-2 mAb can immunoprecipitate
molecules of different Mr, experiments of surface iodination are now in progress to identify which
one was expressed on the eosinophil surface. These 20 and 15 kD molecules could correspond to
degradation products of the 29 kD protein with carbohydrate-binding domain preserved.
However, interestingly, various molecules at 14-15 kD located in eosinophils have been shown to
exhibit homology with the COOH-terminal domain of IgE-binding proteins, such as the CLC
protein (25). In consequent, CLC proteins could possess similar carbohydrate- and IgE-binding
properties. The 15 kD molecule might also correspond to another member of the b-galactoside
lectin family, previously found around Mr 14-16 kD (26). Based upon these findings, all cited
proteins should present IgE-binding capacity via saccharide portions. In addition, it is possible that
other glycoproteins belonging the S-type lectin family (not only Mac-2) could be implicated in the
interactions with IgE. Further experiments are required to identify the smaller Mr molecules and
other b-galactoside-binding lectins on eosinophils.

The absence of Mac-2 on the surface of eosinophils from group II patients (Mac-2-, IgE-R+),
which are positive in Northern blot, can be explained by the fact that Mac-2/eBP proteins are
predominantly found as cytosolic molecules (15, 16). Nevertheless, the requirement of high

amount of Mac-2 protein in cell extracts and the low sensitivity of the Western blot technique
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might explain the discordant results observed with immunoprecipitation technique employing the
same cell extract, particularly concerning the patient from group I (cell surface Mac-2 by FCM,
presence of mRNA by Northern blot, absence of protein by Western blot but positive by
immunoprecipitation). The detection of a 29 kD molecule by Western blot on eosinophil extracts
from group II patients (surface Mac-2-) is in agreement with the presence of a cytosolic form. Also
interesting is the finding that all eosinophil patients expressing variable surface Mac-2/eBP protein
levels, possessed a relatively comparable Mac-2/eBP mRNA content. Similar observations of
variable cell surface eéBP levels, with comparable total éBP, have been recently reported for several
mast cell lines (18). Our results suggest that expression of Mac-2/eBP on cell surface can be
differentially regulated according to the patients. The mechanism of surface expression has still to
be established. The role of various cytokines, known to influence eosinophil differentiation and
survival, as well as expression of membrane markers should be highlighted.

Among inflammatory cells involved in the allergic reaction, eosinophils and macrophages play
an important role. Eosinophils have been described to present phagocytic properties facilitating
ingestion of IgG or IgE immune complexes (27). Lectin-mediated phagocytosis has been shown
for activated macrophages in relation with secreted Mac-2 molecules (12). Recently, Mac-2 was
defined as the major non-integrin laminin binding protein (28) and can form functional dimers
(29). It has also been suggested that Mac-2 protein present in macrophages play an important role
in acute and chronic inflammation. A main IgE-dependent effector function of eosinophils is the
release of cytotoxic mediators, in the presence of IgE antibodies, involving at least partly
FceRII/CD23 epitopes (9, 10). FceRII plays an important role in the regulation of IgE antibody
response and presents significant sequence homology with a class of animal lectins (30).
However, in the case of C-type (calcium dependent binding) lectins, IgE binding to FceRII is pH-
dependent but independent of the carbohydrate structure of IgE (31, 32). In contrast to
FceRII/CD23, which binds to the protein moiety of IgE (31), Mac-2 and hi-:BP bind to IgE in a
carbohydrate-dependent manner and show heterogeneity in the binding of various IgE glycoforms
(15, 33). The present paper demonstrates the participation of Mac-2/¢BP in IgE binding via
specific saccharides (galactose and lactose) and IgE-dependent cytotoxicity mediated by human
eosinophils. The participation of the two groups of IgE binding molecules (CD23 and Mac-2/¢BP)

in the cytotoxic function of eosinophils suggests an important role in the recognition of IgE

Résultats et Discussion 111



Résultats III. Mac-2/eBP dans les éosinophiles

proteins by CRD domains of C- and S-type lectins. In addition to the role of Mac-2/eBP in IgE
binding to eosinophils, the inhibition by anti-Mac-2 mAb of eosinophil adhesion to parasite targets
also suggests the function of such molecules as cell adhesion proteins, and should be explored in
other adhesive properties of eosinophils.

In conclusion, our results indicate that not only transmembrane receptors such as FceRII/CD23
but also soluble molecules expressed on the surface of eosinophils might participate to the IgE-
dependent effector function. The functional relationships between these two families of molecules,
both exhibiting a lectin domain and expressed on a variety of cell populations, have still to be

explored.
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Table L |
Flow cytometry analysis of the expression of
Mac-2 and IgE-binding molecules by human eosinophils.

Cell purification *

FCM analysis
Eosinophil % cell types (% stained cells)
Donor Layer
Eo Neutrto Ly Mono Mac-2 ¥ IgE-Binding §
Group I
1 D 82 17 1 0 18 23
3 D 89 9 1 1 20 79
5 D 92 7 1 0 25 18
9 v 93 6 1 0 20 23
10 \% 99 0 1 0 20 18
13 I 94 3 2 0 20 41
15 m 84 15 1 0 14 23
17 v 86 14 0 0 16 45
18 v 99 1 0 0 20 22
20 \'% 92 6 2 0 15 25
23 v 95 4 1 0 29 43
Group II e
6 D 84 13 3 0 1 52
7 I 88 9 '3 0 3 20
8 v 94 2 4 0 1 47
11 I 81 10 8 1 2 50
12 Iv 88 11 1 0 5 14
14 v 86 11 3 0 1 39
19 v 95 5 0 0 5 33
21 \Y% 98 1 1 0 5 40
22 v 89 11 0 0 5 16
24 v 96 3 1 0 3 27
Unclassified:
16 D 93 0 7 0 N.D 46

* Eosinophils were obtained either after dextran sedimentation (D) or after centrifugation upon metriza-

mide gradients. Differential counts of cells were based on 200 cells. Abbreviations: Eo, eosinophil; Neutro,
neutrophil; Ly, lymphocyte: Mono, monocyte.

T Eosinophils were incubated with anti-Mac-2 (M3/38) mAb or non specific rat IgG at 10 pg/mi, then stai-
ned with FITC-labeled anti-rat antibodies. The % of stained cells was obtained after subtraction of the non
specific binding with the isotype matched control antibody.

1 The % of eosinophils binding to IgE (IgE-Binding) was evaluated after incubation of eosinophils with hu-
man IgE-PS at 50 ug/ml and staining with FITC-labeled anti-IgE antibodies.
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Figure 1. Northern blot analysis of RNA prepared from eosinophils and various cell lines. Patient
numbers of the two groups (group I: Mac-2+ n° 3, 5, 13, 15 and group II: Mac-2-n° 6, 7, 11)
were reported on top of the blot. HL60 were induced or not toward the macrophage phenotype
(+PMA). The blots were subsequently hybridized with hMac-2 (panel A), heBP (panel B) and -
actin (panel C) probes. Arrows indicates the 1.2 kb mRNA.
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Figure 2, Western blot analysis of Mac-2 molecules revealed by anti-Mac-2 hybridoma supernatant
(lane a) as first antibody and visualized by a peroxidase-labeled second antibody. In control,
protein blots were incubated with normal rat serum (lane b). Cells extracts from patients group I
and IT have been compared. The Mr is indicated in kD. The open arrowhead indicates the 29 kD
Mac-2 protein, the open arrow indicates the 20 kDprotein, whereas the filled arrow localizes the 27

kD protein expressed by macrophages.
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Figure 3. Western blot analysis of Mac-2 and eBP molecules detected by anti-Mac-2 hybridoma
supernatant (lane b) and by anti-eBP antisera (lane c). In controls, protein blots were incubated
with normal rat serum (lane a) and normal rabbit serum (lane d). Patient numbers of each group

were indicated in the top of the figure. The Mr is indicated in kD.
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Figure 4, Immunoprecipitation of 125]odine-labeled lysates of eosinophils from 3 patients (n° 3,
group I; n° §, group II; and n° 16, unclassified) and of alveolar macrophages (Mg) as control.
Results obtained with anti-Mac-2 hybridoma supernatant were shown in lane a and with normal rat
serum control in lane b. The Mr is indicated in kD. The arrowhead indicates the 29 kD molecule

and the filled arrow indicates the 15 kD molecule.
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Figure 5. Inhibition of radiolabeled IgE-binding to eosinophils by unlabeled IgE (1 mg/ml final
concentration) or by various dilutions (1/10 to 1/500) of anti-Mac-2 and control hybridoma
supernatants. Purified eosinophils were incubated with 10 pg/ml 1251-IgE together with the
antibodies, for 90 min at +4°C (competition protocol). The final concentration of 1 mg/ml of
unlabeled IgE correspond to a 100-fold molar excess dose. The % inhibition of binding was

calculated by comparison to cells incubated with unlabeled IgE (mean of 6 experiments £ SEM).
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Figure 6. Inhibitory effect of anti-Mac-2 mAb on eosinophil-dependent cytotoxicity. The various

antibodies (anti-Mac-2 -0~ and control My43 hybridoma supernatant 4 or purified fraction

Mab 3/38 -8 and controlrat [gG -@- ) were incubated directly at different concentrations to

purified eosinophils, IgE-containing immune serum and S. mansoni schistosomula targets. The

percentage of dead larvae was estimated after 24 h at 37°C microscopically and compared to

positive control wells in the presence of medium (mean of 6 experiments £ SEM).
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Résultats complémentaires.

1/ Dans le but de démontrer que les anticorps dirigés soit contre I'TgEBP, soit contre Mac-2,
reconnaissaient les mémes molécules dans les éosinophiles, des immunoprécipitations ont été
réalisées avec les anticorps anti-eBP sur des extraits cellulaires préalablement traités par les
anticorps anti-Mac-2. La figure 7 illustre une expérience représentative réalisée avec des extraits
protéiques d'éosinophiles n°13. Les molécules de 29 et 20 kDa sont immunoprécipitées par les
anticorps anti-eBP (ligne a) mais ne le sont pas lorsque les extraits sont préalablement
immunoprécipités avec les anticorps anti-Mac-2 (ligne c). Les résultats obtenus avec le sérum de

lapin sain sont représentés a la ligne b.

Figure 7. Immunoprécipitations des lysats d'éosinophiles marqués a 17125 réalisées avec les
anticorps anti-eBP (ligne a), avec le sérum de lapin sain (ligne b). Immunoprécipitations par les
anti-eBP sur des extraits préalablement traités avec les anticorps anti-Mac-2 (ligne c). Les masses

moléculaires sont indiquées en kDa. «-- 29 kDa; <-- 20 kDa.
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2/ Sachant que les lectines de type S, telle 'TgEBP, ont été définies comme étant des lectines

spécifiques pour le B-galactoside, il est intéressant de vérifier que les molécules Mac-2/eBP

détectées sur les éosinophiles sont également spécifiques pour ces carbohydrates. Des expériences

de compétition ont été réalisées avec 100 mM de carbohydrates. Seuls le galactose et le lactose

inhibent de maniére comparable a I'IgE froide, la fixation de I'IgE radiomarquée sur les

éosinophiles.

Tableay II, Inhibition de la fixation de I'IgE sur les éosinophiles. Les différents Ig ou

carbohydrates sont ajoutés aux cellules en méme temps que I'IgE radiomarquée pendant 90 min a

+4°C. Le pourcentage d'inhibition est calculé par rapport aux cellules en présence de milieu seul

(moyenne * déviation standard).

Inhibiteur

Concentration Finale

% d'inhibition

IgE non marquée

Carbohydrates:
Galactose
Lactose
Glucose

1 mg/ml

100 mM
100 mM
100 mM

57987
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Discussion

La faible expression des épitopes CD23 par les éosinophiles par rapport a la fixation de I'IgE a
la surface, suggere qu'il existe d'autres types de molécules capables de lier I'IgE sur les
éosinophiles humains. Grace aux sondes immunologiques (Ac monoclonaux) et aux sondes
moléculaires (ADNc codant pour une nouvelle famille de molécules de nature lectinique capables
de fixer I'IgE), notre étude a été poursuivie par l'identification biochimique et moléculaire des

protéines liant I'IgE 2 la surface des polynucl€éaires éosinophiles.

Au cours de cette étude, nous avons pu démontrer que les éosinophiles normodenses, de la
méme maniere que les éosinophiles hypodenses de patients HE, expriment le messager Mac-
2/eBP et que celui-ci est traduit de maniere efficace en donnant une molécule fonctionnelle,
succeptible de se retrouver a la surface cellulaire (groupe I). Sur d'autres populations
d'éosinophiles (groupe II), il n'a pas ét€ possible de détecter des molécules Mac-2/eBP a la surface
cellulaire bien que les cellules soient encore capables de fixer I'IgE. Le caractere cytosolique des
lectines peut expliquer l'absence de molécule Mac-2 a la surface de certaines populations
d'éosinophiles et le fait qu'elles soient extériorisées a la membrane cellulaire implique un
phénomene de relargage et une fixation sur les glycoprotéines ou glycolipides membranaires
(Cherayil et al., 1989, 1990). De plus, puisque les éosinophiles présentent des sites de fixation de
I'IgE sans que cela ne soit dit aux molécules Mac-2, il est tout a fait possible qu'il existe d'autres
molécules succeptibles de lier I'IgE sur les éosinophiles humains. Il pourrait s'agir soit des
récepteurs pour I'IgE (FceRII/CD23), dont la présence a déja été démontrée sur les éosinophiles;
soit d'autres molécules de type lectine, soit encore du récepteur FceRI dont la présence n'a pas été

analysée au cours de ce travail.

L'utilisation de deux sources différentes d'anticorps anti-S-lectine (Ac anti-Mac-2 et Ac anti-
eBP) a permis de démontrer dans un premier temps, que ces deux types d'anticorps sont dirigés
contre les mémes protéines de 1'éosinophile (Figure 7). Le prétraitement des extraits protéiques
d'éosinophiles par les anticorps anti-Mac-2, inhibe la reconnaissance des molécules de 29 et 20

kDa par les anticorps anti-€BP.
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Bien que la détection des molécules Mac-2 a la surface des éosinophiles du groupe II n'ait pas
été possible, cette catégorie d'éosinophile (Mac-2-, IgE+) présentent la molécule de 29 kDa
correspondant 3 Mac-2/eBP et deux autres molécules de plus petite taille d'environ 20 et 15 kDa.
Ces derniéres peuvent correspondre a des produits de dégradation de la molécule de 29 kDa tout en
ayant conservé leur capacité de fixation de 1'TgE. Ces molécules peuvent également appartenir a la
famille des S-lectines, et plus particuliérement aux lectines de 14-16 kDa. Ces lectines présentent
de fortes homologies avec les lectines de 29 kDa d'ou sont issus Mac-2 et éBP. 11 a été récemment
démontré qu'une protéine a fonction enzymatique des €osinophiles, la CLC (Charcot Leyden
Cristal) fait partie de cette famille de lectines de par son homologie en séquence nucléotidique avec
I'IgEBP, Mac-2 et CBP 35 (25-30% d'homologie au niveau du domaine COOH-terminal)
(Ackerman et al., 1993). De plus, la CLC possede de nombreuses caractéristiques
physicochimiques et biologiques des lectines de type S, incluant la formation de dimeéres
(Ackerman et al., 1980) et 1’état libre des résidus cystéines (thiols) (Weller et al., 1984). La
similitude entre la CLC et Mac-2/eBP peut s'étendre également sur les capacités de fixation des
carbohydrates et de 1'IgE. Plusieurs arguments laissent a penser qu'il s'agit 1a d'un bon candidat
pour la molécule de 15 kDa détectée dans les extraits d'éosinophiles par les anticorps anti-Mac-2:
(1) la CLC peut se localiser au niveau de la partie interne de la membrane et dans le sérum (Dvorak
etal., 1990, 1991), et (2) elle n'est détectée que dans les éosinophiles et non pas dans les extraits

de macrophages.

L'implication des composants glucidiques dans les intéractions Mac-2/eBP et I'IgE a été
démontrée par des tests d'inhibition de la fixation de I'IgE sur les cellules par différents
carbohydrates (Tableau II). Le fait que seuls le galactose et le lactose inhibent la fixation de 1'IgE
radiomarquée, de manieére comparable a I'IgE froide, prouve que les molécules présentes sur les
éosinophiles et impliquées dans la fixation de 'IgE correlent bien avec les molécules de type Mac-
2/eBP. 1l est a noter que le glucose inhibe également la fixation de I'IgE (environ 50%
d'inhibition). Tout laisse & penser que ces molécules ne sont pas uniquement spécifiques pour les
galactosides ou qu'ils existent d'autres molécules a spécificité variée pour les carbohydrates sur les

éosinophiles. 11 pourrait s'agir des lectines de type C, dont l'affinité pour les sucres n'est pas
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déterminée de maniere spécifique. En particulier, le récepteur pour le mannose ou MBP est localisé

dans de nombreuses cellules telles les macrophages alvéolaires et les fibroblastes.

Parmi les cellules inflammatoires, les éosinophiles et les macrophages jouent un role important
dans les réactions allergiques et parasitaires. Le r0le des €osinophiles dans les processus de
cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante d'IgE, implique directement les molécules fixant
I'TgE a la surface des cellules. La participation des molécules de type membranaire telle le
FceRII/CD23 dans les fonctions d'ADCC a été décrite vis & vis de larves de S. mansoni (Capron et
al., 1989a). Au cours de cette étude, nous avons pu démontrer que les molécules Mac-2/eBP
étaient également impliquées dans les mécanismes d'ADCC. L'anticorps anti-Mac-2 inhibe de
maniere dose-dépendante la cytotoxicité induite par le sérum de patient parasité en présence
d'éosinophiles humains. Dans la méme voie, il a été démontré que les molécules Mac-2 jouent un
rdle dans les phénomenes de phagocytose de L. major par les macrophages (Handman et al.,
1985; McConville et al., 1987). De méme que pour le MBP, un tel role dans la phagocytose a été
décrit vis a vis d'agents pathogenes tels le virus HIV (Ezekowitz et al., 1988) et les bactéries
(Kuhlman et al., 1989). Comme le processus d'ADCC met en jeu des intéractions entre la cellule
effectrice et le parasite, les molécules Mac-2/eBP a la surface des éosinophiles peuvent étre
impliquées dans ces intéractions de la méme maniére que les lectines Mac-2 des macrophages qui

sont impliquées dans les intéractions cellule-cellule et cellule-membrane basale (Woo et al., 1990).

Ainsi, ces lectines Mac-2/eBP présentent des molécules trés importantes dans les réactions

inflammatoires mais également dans les processus de cytotoxicité contre les parasites, qu'elles

agissent de maniere directe ou associées a d'autres types de protéines tel le FceRII/CD23.
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RESULTATS 1V.

Les neutrophiles de patients HE ou de sujets sains expriment les
molécules appartenant a la famille des S-lectines (Mac-2/eBP).

Role dans l'activation IgE-dépendante.

Les études fonctionnelles des polynucléaires neutrophiles ont été€ essentiellement restreintes a
leur capacité de phagocytose et aucune implication directe des neutrophiles dans les maladies
allergiques n'a été décrit jusqu'a présent bien que ces cellules soient également présentes au niveau

du site inflammatoire lors de la phase tardive des réactions d'hypersensibilité,

L'objectif de cette étude a été de savoir (1) si les neutrophiles pouvaient exprimer a leur surface
des molécules lectiniques de type S capables de lier 1'IgE puisque celles-ci ont une distribution
cellulaire tres large; et (2) si les neutrophiles, de la méme maniére que les éosinophiles et les
basophiles / mastocytes, peuvent subir une activation soit par des IgE, soit par des anticorps IgE
présents chez les patients bilharziens, laissant ainsi suspecter une fonction potentielle (et

inattendue) des neutrophiles dans les mécanismes d’hypersensibilité a IgE.
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Brief Definitive Report

Human Neutrophils Express Immunoglobulin E
(IgE)-binding Proteins (Mac-2/eBP) of the S-Type
Lectin Family: Role in IgE-dependent Activation
By Marie-José Truong, Valérie Gruart, Jean-Pierre Kusnierz,
Jean-Paul Papin, Sylvie Loiseau, André Capron,

and Monique Capron

From the Centre d'Immunologie et de Biologie Parasitaire (CIBP), Unité Mixte Institut
National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM) U167-Centre National de la
Recherche Scientifique (CNRS) 624, Institut Pasteur, 59019 Lille, France

Summary

It has been suggested that neutrophils may be involved in the late-phase reaction of immunoglobulin
E (IgE)-dependent hypersensitivity states. However, the identity of neutrophil-associated molecules
inducing the release of mediators remains unclear. In this report, we demonstrate that human
neutrophils from normal donors or from patients with inflammatory disorders could bind myeloma
IgE proteins, especially after desialylation. Northern blot, immunoprecipitation, and flow cytometry
analyses revealed that neutrophils did not express FceRII/CD23, but rather Mac-2/¢ binding
protein (BP), belonging to the S-type lectin family. Similarly to IgA used as positive control,
myeloma IgE proteins, as well as polyclonal IgE antibodies with or without antibody specificity,
were both capable of inducing a neutrophil respiratory burst. Anti-Mac-2 but not anti-CD23
mAb strongly decreased the IgE-dependent activation of neutrophils, induced either by the specific
antigen or by anti-IgE antibodies. These findings open new perspectives on the functional role

of neutrophils in IgE-associated diseases including allergic states or parasitic infections.

nflammatory reactions generally involve a vast array of medi-

ators and a variety of effector cells such as mast cells, mac-
rophages, eosinophils, platelets, and neutrophils. Among them,
neutrophils have been rather neglected in studies concerning
allergic diseases, although an increase in neutrophil numbers
and activity was found to be correlated to airway hyperrespon-
siveness in asthmatic patients (1). These findings have sug-
gested that neutrophils might play a role in allergic diseases
characterized by a marked elevation of serum IgE, such as
asthma, especially during the late-phase reaction. However,
neutrophils represent the only blood cell population that does
not seem to express conventional Fc receptors for IgE, nei-
ther FceRI, like basophils or mast cells (2), nor FeeRII, like
macrophages, eosinophils, or platelets (3). Besides these IgE
Fc receptors, a new family of IgE-binding molecules has been
recently described. They belong to S-type lectins with the
ability to bind IgE through carbohydrate recognition domain
(4). Members of the family include Mac-2/€eBP, which are
endogenous soluble lectins and can be expressed by various
cell types (5, 6). One feature of eBP molecules is their re-
stricted recognition by specific glycoforms of IgE. It is in-
teresting that the majority of myeloma IgE proteins and poly-
clonal IgE from some patients are able to bind to €BP only
after desialylation (5, 7). In this respect, it has to be men-
tioned that the few IgE binding assays previously reported
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on human neutrophils (8, 9) have been performed with my-
eloma IgE proteins, and therefore did not allow us to inves-
tigate the existence of functional interactions between neu-
trophils and IgE antibodies from patients. The wide cell
distribution of Mac-2/€BP molecules and their recent demon-
stration in eosinophils from hypereosinophilic patients (10)
led us to investigate their possible existence in human neu-

trophils.

Materials and Methods

Neutrophil Preparations.  Patient neutrophils were obtained from
the venous blood of patients with various diseases (allergic diseases,
parasitic infections, and eosinophilic disorders) by centrifugation
through metrizamide discontinuous gradients, according to previ-
ously described techniques (11), and collected in the lower density
layer (layer II) corresponding to 20-22% metrizamide solutions.
Neutrophils from normal blood donors were isolated by the same
technique or by dextran sedimentation, followed by centrifugation
through a cushion of Ficoll-Hypaque (Pharmacia Fine Chemicals,
Piscataway, NJ) and hypotonic lysis to remove remaining erythro-
cytes (12). The degree of purity (up to 97.5%) and the morpho-
logic integrity of cell populations were estimated after staining of
cytocentrifuged preparations with Giemsa. Contamination by eo-
sinophils in neutrophil preparations was <10%. As control, human
alveolar macrophages were obtained by bronchoalveolar lavage of
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asthmatic patients (Truong, M. J., V. Gruart, F.-T. Liu, L. Prin,
A. Capron, and M. Capron, manuscript submitted for publication).

Immunoglobulins, Antibodies, and Antigens. Human myeloma
[gE-PS was kindly donated by Dr. H. L. Spiegelberg (School of
Medicine, University of California, San Diego, CA) and IgE-BL
was purchased from Bernett Laboratories (Buena Park, CA). Human
sera from patients with hyper-IgE syndrome (25,000 IU/ml) were
obtained from Dr. F.-T. Liu (The Scripps Research Institute, La
Jolla, CA). Human sera from patients infected with the parasite
Schistosoma mansoni were provided by Dr. P. Desreumaux (Centre
Hospitalier St. Louis, St. Louis, Sénégal). Serum IgA was obtained
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). The anti-Mac-2 hy-
bridoma supernatant, previously described (13), a kind gift of Dr.
B. Cherayil (MGH Cancer Research, Boston, MA) and irrelevant
anti-S. mansoni hybridoma supernatant have been used at different
dilutions in the various assays. Anti-CD23 mAb (8-30) directed
against the IgE binding domain of CD23 (14) was donated by Dr.
Suemura (Osaka University Hospital, Osaka, Japan). FITC-labeled
anti-human IgE, anti-human IgA, anti-rat IgG, or anti-mouse
IgM antibodies (Fab 2') were purchased from Cappel Laboratories
(Cochranville, PA). Unlabeled anti-human IgE and anti~human
IgA antibodies were obtained from Immunotech (Marseille, France).
The recombinant antigen Sm28GST from S. mansoni (15) was kindly
given by F. Trottein (CIBP, Institut Pasteur).

Northern Blot Analysis. Total RNA was isolated from neutro-
phil populations and was subjected to electrophoresis in a formal-
dehyde/1.2% agarose gel, blotted onto a nylon filter, and succes-
sively hybridized overnight at 42°C with *?P-labeled CD23 (16),
Mac-2 ¢cDNA (6), and (-actin probes. Probes were removed by
boiling the blot on a2 0.1% SDS solution, and washes were carried
out in 1x SSC, 0.05% SDS at 55°C.

Labeling of Leukocytes and Immunoprecipitations. The cells were
lysed with a nonionic/detergent mixture and cell extracts were io-
dinated with '#I as previously described (Truong et al., manuscript
submitted for publication). Aliquots of 2 x 10° cpm radio-
iodinated cell extracts were precleared for 2 h with normal rat serum
and 50 ul of protein G-Sepharose (Pharmacia Fine Chemicals) in
TNSTEN (50 mM Tris-HCI pH 8.2, 500 mM NaCl, 0.1% SDS,
0.5% Triton-X 100, 5 mM EDTA, 0.02% NaN3} with 0.1% aproti-
nine. Immunoprecipitation was carried out by adding anti-Mac-2
hybridoma supernatant (1:10 final dilution) followed by 50 pul of
protein G-Sepharose. After overnight incubation at 4°C, the
Sepharose beads were washed 10 times with TNSTEN, 0.1% aproti-
nine, and then resuspended and boiled for 3 min in 40 ul of 1x
SDS-PAGE sample buffer. Aliquots of released material were ana-
lyzed by SDS-PAGE.

Flow Cytometry. For the detection of surface Mac-2, 10° neu-
trophils were incubated with anti-Mac-2 or control anti-S. man-
soni supernatants at a final dilution of 1:10 in PBS for 1 h at 4°C.
For IgE and IgA binding analysis, neutrophils were incubated with
50 ug/ml of myeloma IgE (IgE-PS or IgE-BL) or serum IgA for
1 h at 4°C. In some experiments, myeloma IgE proteins or IgA
have been incubated with untreated or heat-inactivated neuramini-
dase (Clostridium perfringens type, 0.5 U/mg of protein, Sigma Chem-
ical Co.) for 90 min at 37°C before binding to neutrophils. For
the detection of CD23, neutrophils were incubated with 50 pg/ml
mAb 8-30 or control [gM mAb for 1 h at 4°C. In all experiments,
after washing with PBS, cells were incubated with the corresponding
FITC-conjugated anti-Ig antibodies (1:40 final dilution) for 30 min
at 4°C. After washing, cells were fixed with 1% paraformaldehyde
and analyzed with an Orthocytofluorograph (model 50H; Ortho
Diagnostics Systems, Westwood, MA) using a logarithmic fluores-
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cence intensity scale. Results are expressed as a percentage of la-
beled neutrophils after subtraction of the background fluorescence
obtained with isotype controls, similarly to techniques reported
for eosinophils (17).

Neutrophil Activation. Neutrophils (2.5 x 10%/ml) were in-
cubated with 10 ug/ml myeloma IgE proteins, serum IgA, or with
medium for 30 min at 4°C. Anti-IgE or anti-IgA antibodies (25
ug/ml) were then added, respectively. Experiments also have been
performed with polyclonal IgE present in serum from S. mansoni-
infected patients, and further stimulation with the specific antigen
(recombinant Sm28GST) (15) or with anti-IgE. Sera from patients
with hyper-IgE syndrome also have been used to activate neutro-
phils. The respiratory burst after activation was evaluated by a che-
miluminescence (CL) procedure in the presence of luminol (250
pg/ml). Light emission was monitored after 15-30 min of incuba-
tion at 37°C using a photometer (Nucleotimetre 107; Interbio CLV,
Villeurbanne, France) and was expressed in mV (100 CL U = 1
mV). For inhibition experiments, anti-Mac-2 or control hybridoma
supernatants and anti-CD23 or control mAb were added at var-
ious concentrations together with IgE or serum before addition
of anti-IgE antibodies or antigen.

Statistical Analysis. Student’s t test for unpaired and paired ex-
periments, and correlation analysis have been used.

Results and Discussion

Detection of mRNA Encoding Mac-2/eBP.  The existence
of IgE-binding molecules such as FceRII/CD23 or Mac-2/eBP
in purified human neutrophils was first investigated by
Northern blot (Fig. 1). Neutrophil RNA extracted from
different donors was first probed with the cDNA encoding
CD23. No apparent mRNA band was detected at the ex-
pected 1.7-kb size. The same Northern blot was then hy-
bridized with the Mac-2 cDNA probe. Neutrophils from both
normal donors (Fig. 1, lanes 1 and 2) or patients (Fig. 1, lanes
3-5) expressed the 1.2-kb mRNA corresponding to Mac-
2/heBP. Neutrophils purified from some patients (Fig. 1, lanes
4 and 5) appeared to express higher amounts of Mac-2/eBP
mRNA than neutrophils purified from other patients or from
normal donors. These findings seem in agreement with the
variable levels of S-type lectin expression during cell differen-

12 3 4 5

CcD23 1.7kb

Mac 2 .:;; . - " kb

]
Actin '“..

Figure 1. Northern blot analysis of neutrophil RNA prepared from
normal donors (lanes 1 and 2) and from three patients with allergic dis-
eases (lanes 3-5). The blot was successively hybridized with CD23, hMac-2,
and [-actin probes.
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Figure 2. Immunoprecipitation of
125]-labeled lysates of neutrophils
from one patient with hypereosino-
@ philic syndrome (Neu), and of alve-
19— i olar macrophages (Me) as control.

Results were obtained with anti-Mac-
2 hybridoma supernatant (lanes a) and
with normal rat serum control (lanes
16— b). The M, is indicated in kD. (=)
28-kD molecule.

tiation and maturation, such as in HL60 differentiated to mac-
rophages (6) or in different mast cell lines (18). The varia-
tions in Mac-2 mRNA denoted in patients suggest that, in
some diseases, neutrophils could be in different stages of matu-
ration, leading therefore to higher expression of Mac-2
mRNA. Our results indicate that neutrophils did not seem
to express CD23 mRNA, but have the capacity to synthe-
size Mac-2/€BP mRNA, although in lower amounts than
eosinophils (Truong, M. J., et al., manuscript submitted for
publication).

Characterization of Mac-2/€BP Molecules by Immunoprecipi-
tation. 'To characterize the translation products of Mac-2/¢BP
mRNA detected above, immunoprecipitation by anti-Mac-2
hybridoma supernatant (Fig. 2, lanes a) or control (Fig. 2,
lanes b) was performed with neutrophil extract from one rep-
resentative patient (Neu) and with alveolar macrophage ex-

tract (Mp). Similarly to results obtained with macrophages,
the 28-kD molecule could be detected in human neutrophils.
Based upon these results, it was concluded that human neu-
trophils have the capacity to express Mac-2/€BP, previously
detected in a variety of cell types such as macrophages, mast
cell lines, and eosinophils (6, 7, 10, 18).

Flow Cytometry Analysis of Mac-2 Surface Expression and IgE-
binding Capacity. The detection of Mac-2/€¢BP by Northern
blot and by immunoprecipitation led us to investigate their
surface expression on neutrophils, by flow cytometry (Table
1). In comparison to FceRII/CD23, which was not detected
on neutrophils, a finding in agreement with Northern blot
results, surface Mac-2 molecules were expressed on a significant
percentage of neutrophils purified from patients as well as
from normal donors. Since Mac-2/¢BP lectins have the ca-
pacity to bind to carbohydrate determinants of IgE (5, 7),
we have evaluated the binding of IgE to neutrophils by flow
cytometry (Table 1). When myeloma IgE-PS was used, a
significant correlation was obtained between the expression
of Mac-2 and the binding of IgE-PS, both for patients (r =
0.57; p <0.01) and for normal donors (r = 0.56; p <0.05),
suggesting that IgE-PS could bind to Mac-2 expressed on
neutrophil surface. Increased IgE binding was observed in
the case of neutrophils from patients, which also showed
similar increased binding of IgA, known to bind to neutro-
phils (19). These findings, already described for eosinophils
(8) could be related to the state of activation of neutrophils
from patients. It is interesting that the IgE-binding capacity
of neutrophils from all donors varied according to the my-
eloma IgE tested (Table 1). A significantly lower percentage
of neutrophils bound to IgE-BL in comparison to IgE-PS
(p <0.001). This result was surprising since it has been pre-
viously reported that myeloma IgE-PS was poorly recognized
by Mac-2/€eBP (7). A comparative analysis between the two
IgE-PS preparations (one provided by Dr. Ishizaka, La Jolla
Institute Allergy and Immunology, La Jolla, CA) and the
other by Dr. Spiegelberg) has been performed, and results
indicate that the IgE-PS used in the present work was better
recognized by €BP, a finding probably reflecting different
glycosylation between the two IgE preparations (Dr. F.-T.
Liu, personal communication).

Table 1. Flow Cytometry Analysis of Membrane Expression of CD23, Mac-2, IgE- and IgA-binding Molecules

Percent positive cellst

Source of neutrophils” CD23 Mac-2 [gE-PS IgE-BL IgA
Patients 2108 40.1 = 4.7 40.1 £ 5.9 9.7 + 3.6 52.9 £ 13.6
Normal donors 2312 546 + 5.6 27.9 = 8.0 13.8 + 4.2 333 +59

* Neutrophils were purified from patients (n = 16) or from normal donors (n = 10).

t Neutrophils were incubated with 50 pg/ml anti-CD23 8-30 mAb, myeloma IgE (PS or BL), serum IgA, or anti-Mac-2 hybridoma supernatant
(dilution 1:10), before staining with the corresponding FITC-conjugated anti-Ig antibodies. The percentage of positive cells was obtained after sub-
traction of the nonspecific binding with the control antibody or medium (mean + SEM).
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Table 2. Binding of Neuraminidase-treated Ig to Neutrophils

Percent positive cells*

Treatment of Ig IgE-PS IgE-BL IgA

None 58.7 = 8.1 16.8 = 2.1 473 =+ 79
Neuraminidase? 79.5 = 4.4 55.7 + 5.1 50.1 = 8.5
Heat-inactivated neuraminidase’ 60.7 = 5.9 22.5 + 4.0 52.7 + 11.6

* Neutrophils were incubated with 50 ug/ml IgE-PS, IgE-BL, or serum IgA and stained with the corresponding FITC-labeled anti-Ig (mean of

4-11 experiments + SEM).

t The various Ig have been treated with neuraminidase (0.03 U/ml) for 90 min at 37°C before incubation with neutrophils.
§ Neuraminidase was heat-inactivated for 1 h at 56°C before incubation with Ig.

In relation to the fact that Mac-2/€BP could bind to re-
stricted IgE glycoforms, experiments were performed with
the same myeloma IgE proteins previously treated with neur-
aminidase (Table 2). A significant increase in IgE binding was
observed both for IgE-PS and for IgE-BL, but more pro-
nounced for the latter. In contrast, neuraminidase treatment
did not affect the binding of serum IgA to neutrophils, which
occurs through the myeloid FecarR (19). It has to be noticed
that the effect of neuraminidase on IgE-BL binding was abol-
ished after heat inactivation. It was concluded that neutro-
phils can bind some IgE glycoforms likely through surface
Mac-2/€BP and not through transmembrane CD23. In con-
trast to eosinophils which express both CD23 epitopes (17)
and Mac-2/€BP (10) and which therefore can bind myeloma
IgE independently of their degree of glycosylation, neutro-
phils seem to express only molecules of the S-type lectin family
with IgE recognition modulated by sialylation of IgE oligosac-
charides. -

Neutrophil Activation by Myeloma or Polyclonal IgE. The
function of IgE-binding molecules expressed on neutrophil

surface has been investigated in an experimental assay mea-
suring the respiratory burst by CL. After preliminary dose-
dependence studies, we could show that incubation of neu-
trophils with 10 pg/ml of IgE or IgA and then with the
corresponding anti-Ig antibodies, induced a luminol-dependent
CL reaction. As shown in Fig. 3 A, only myeloma IgE-PS,
but not IgE-BL, induced a CL level close to that induced
by serum IgA, as positive control (19). In addition, the mag-
nitude order of IgE-PS- and IgA-dependent respiratory burst
was significantly higher for neutrophils from patients than
from normal donors. These results were in agreement with
IgE-PS- and IgA-binding observed by flow cytometry (Table
1). Unfortunately, CL experiments with neuraminidase-treated
Ig could not be performed since neuraminidase by itself
nonspecifically inhibited the CL production.

To know whether, in addition to myeloma IgE, polyclonal
IgE with or without antibody specificity could also induce
neutrophil activation, neutrophils were incubated either with
the serum from patients with hyper-IgE syndrome or from
schistosomiasis-infected patients (Fig. 3 B). The former sera,

A B C
W IgE-PS Sm28GST
10000 1 IgE-BL % @ ani-IgE 7
IgA
8000 E
n 2
E 6000 4 {1 K ]
= ] anti-IgE
= ]
© 4000 1 . 1
Sm28GST
2000 1 4
0- ' T r r
i 2 1 2 3 4 1720 1/40 1/100
Patients  Donors Hyper-1gE -- Schistosomiasis-- NHS M Final dilution Pool P

Figure 3. IgE-dependent activation of neutrophils from individual donors measured by CL. (4). CL of neutrophils purified from hypereosinophilic
patients (associated or not with parasitic infections or allergic disease) and from normal donors by incubation with 10 ug/ml myeloma IgE (IgE-PS
and IgE-BL) or serum IgA, and 25 pug/ml anti-IgE or anti-IgA antibodies. (B). Normal donors’ neutrophil CL induced by anti-IgE (7) or Sm28GST
Ag (B3) with: sera from two patients with hyper-IgE syndrome (I and 2) which contained 8,000 IU/ml IgE; and sera from four different patients
with schistosomiasis (1-4). Normal human serum (NHS), Sm28GST, and anti-IgE alone (M) represented the controls. (C) Normal donors’ neutrophil
CL induced by different concentrations of pooled sera from schistosomiasis patients (P = 1, 3, and 4). The evaluation of CL was calculated as described
in Materials and Methods.
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Figure 4. Dose-effect of anti-Mac-2 supernatant on myeloma IgE-PS
() and IgA (+) dependent CL, on pool P (polyclonal IgE)-dependent
activation induced by Sm28GST (—O—) or anti-IgE (—&—) on normal
donors’ neutrophils. The percent CL inhibition was calculated by compar-
ison to results obtained with control used at the same concentrations, as
described in Materials and Methods.

previously shown to bind to Sepharose-linked heBP (7), in-
duced a variable respiratory burst in the presence of anti-IgE
varying with neutrophil donors and with patient sera. In the
case of schistosomiasis patient sera, the incubation with specific
antigen Sm28GST as well as with anti-IgE antibodies induced
a respiratory burst (Fig. 3 B). No CL was produced when
only serum, antigen Sm28GST, or anti-IgE alone was added
to neutrophils. These results indicate that after cross-linking
with antigen or anti-IgE, specific IgE antibodies can induce
a respiratory burst in neutrophils. Sera from three schistosomi-
asis patients were pooled (P, sera 1, 3, and 4) and the pool
was shown to induce a dose-dependent CL reaction, in the
presence of either specific antigen Sm28GST or anti-IgE (Fig.
3 C). The 1:100 dilution was selected for further experiments.

Role of Mac-2/€BP in IgE-dependent Neutrophil Activation. To
identify the nature of the molecules involved in IgE-dependent
activation of neutrophils, inhibition procedures with various
antibodies were performed (Fig. 4). In the case of activation
with myeloma IgE and anti-IgE antibodies, a dose-dependent
inhibition of CL was observed with anti-Mac-2 hybridoma
supernatant, in comparison to control supernatant. In con-
trast, anti-Mac-2 antibodies showed no significant effect on
IgA-dependent activation.

The involvement of Mac-2 was also investigated in neu-
trophil activation induced by polyclonal IgE antibodies. Ac-
cording to the stimulus (Sm28GST or anti-IgE), a significant
dose-dependent inhibition of neutrophil respiratory burst was
obtained with anti-Mac-2 mAb (Fig. 4). No significant inhi-
bition was induced by anti-CD23 mAb for a concentration

of 50 ug/ml in the case of Sm28GST antigen or anti-IgE
stimulations (14.8 and 0% inhibition, respectively). It has
to be noticed that no CL was produced after incubation of
neutrophils with anti-Mac-2 or anti-CD23 mAb either alone
or after cross-linking with antiisotype antibodies. Based upon
these results, Mac-2 molecules but not CD23, appeared in-
volved in IgE-dependent activation of human neutrophils.

Taken together, the present results suggest that human neu-
trophils from patients with various diseases, but also from
normal donors, could express functional IgE-binding mole-
cules. Interactions between mouse neutrophils and IgE anti-
bodies in cytotoxicity assays have been previously reported.
However, no attempt at characterization of IgE-binding mol-
ecules potentially expressed by neutrophils was made at this
time (20). The more interesting question in relation to the
in vivo relevance was certainly to know whether neutrophils
could bind to and be activated by polyclonal IgE from pa-
tients. Our results indicate that not only restricted glyco-
forms of myeloma IgE proteins but also polyclonal IgE anti-
bodies could induce neutrophil activation in an antigen-specific
manner. These findings suggest that in addition to FceR-
bearing cell populations, neutrophils might participate in IgE-
dependent reactions. It remains to be determined whether,
as for other cell populations, the IgE-dependent activation
of neutrophils may induce the generation of mediators poten-
tially involved in inflammatory reactions. Along the same
line, further experiments are needed to demonstrate the pos-
sible implication of neutrophils in the IgE-dependent pro-
tective immunity against schistosomiasis (21). When com-
pared with eosinophils, Mac-2 molecules seemed to be
expressed on the surface of a larger majority of neutrophil
donors (2 negative out of 16 patients and 3 negative out of
10 normal donors), whereas Mac-2 was expressed on the sur-
face of only half of HE patients (Truong, M. J. et al., manu-
script submitted for publication). This might indicate a differ-
ence in the regulatory process of surface expression of these
endogenous lectins on the two cell populations. Another in-
teresting difference between neutrophils and eosinophils is
that only Mac-2, but not CD23, seemed to be expressed and
was functional on neutrophils, whereas eosinophils possessed
both types of molecules. This finding probably explains why
all myeloma IgE proteins could bind to eosinophils (8), ir-
respective of their degree of glycosylation, whereas their
binding to neutrophils was increased after sialidase treatment.
Thus, it was concluded that neutrophils, similarly to other
cell populations, might participate in the IgE-dependent
effector phase of various diseases.
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Discussion

Parallélement aux €osinophiles, les neutrophiles ont été utilisés au cours des analyses de
Northern blot et d'immunoprécipitation avec la sonde Mac-2/eéBP. Ainsi, nous avons pu démontrer
que les neutrophiles sont également capables d'exprimer le messager codant pour Mac-2/eBP et

qu'il est traduit en protéine de 29 kDa fonctionnelle.

De maniére semblable aux éosinophiles, il est apparu que les neutrophiles fixaient de maniere
variable les différents myélomes d'IgE. Cette distinction dans la fixation des différents types d'1gE
pouvait étre diie au degré variable de glycosylation des myélomes IgE. En effet, le traitement de
I'IgE par de la neuraminidase augmente sa fixation sur les neutrophiles. Ces résultats sont en
accord avec la caractéristique de restriction dans la reconnaissance des glycoformes d'IgE par
I’'IgEBP (Robertson and Liu, 1991). 11 a ailleurs été démontré que la majorité des IgE de myélome
et polyclonales n'étaient reconnues par 1'TgEBP que si celles-ci étaient préalablement désialylées

(Robertson et al., 1990, 1991).

Ainsi, les caractéristiques des lectines de types S sont retrouvées en grande partie au niveau des
neutrophiles et partiellement sur les éosinophiles. Nos résultats suggerent que les lectines sont les
seules molécules capable de lier I'IgE sur les neutrophiles; alors qu'il existerait plusieurs types de
molécules fixant I'IgE sur les éosinophiles qui sont d'une part des protéines membranaires
(FceRII/CD23, MBP...) et d'autre part des lectines solubles (lectines de 29-31 kDa et de 14-16
kDa).

Longtemps négligés par rapport aux autres cellules participant aux réactions inflammatoires, les
neutrophiles sont toutefois les premieres cellules qui migrent vers le site inflammatoire. La
présence a leur surface de molécules de nature lectinique capables de fixer 1'IgE, nous a conduit a
étudier l'activation des neutrophiles par différentes sources d'IgE. L'état activé des neutrophiles,
est constaté de maniére indirecte, par chimioluminescence, reflétant l'activité métabolique
oxydative de la cellule. Les IgE de myélome (IgE-PS) suivies de 1'addition d'anticorps anti-IgE
induisent un état d'activation des neutrophiles comparable a celui induit par les anticorps IgA en
présence d'anti-IgA via le récepteur membranaire FcaR (Stewart and Kerr, 1990). Cette

augmentation du métabolisme oxydatif est également retrouvée lors de la stimulation soit par des
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IgE polyclonales provenant de sujets atteints de syndrome Hyper-IgE soit par des anticorps IgE
provenant de patients parasités par S. mansoni en présence ou non d'antigéne spécifique
Sm28GST. De plus que ce soit dans les processus d'activation par les IgE de myélome ou par les
anticorps IgE, les molécules impliquées dans la fixation de 1TgE semblent étre des molécules Mac-
2/eBP, puisque les anticorps anti-Mac-2 inhibent de maniére dose-dépendante la
chimioluminescence des neutrophiles induite par les IgE alors qu’aucune inhibition n’est obtenue

dans le cas d’activation par les IgA.

La découverte de molécules fonctionnelles capables de lier I'IgE a la surface des neutrophiles,
replace ce type cellulaire parmi les autres populations cellulaires impliquées dans les maladies
associées 2 une hyperproduction d'IgE telles que les allergies et les parasitoses. Il avait d’ailleurs
été décrit que les neutrophiles pouvaient jouer un rdle dans les mécanismes de cytotoxicité en
présence d'anticorps IgE, chez la souris (Lopez et al., 1983), sans que les molécules
membranaires en cause soient identifiées. Chez I’homme, les neutrophiles ne semblent pas €tre
cytotoxiques vis & vis des schistosomules. Ceci suggere 1’absence de certaines molécules
d’adhésion impliquées dans ce phénomene de cytotoxicité cellulaire. Par contre, les polynucléaires
neutrophiles sont dotés de capacités phagocytaires vis a vis d’agents infectieux essentiellement
bactériens. Le mécanisme de phagocytose est le résultat de deux phénomenes séquentiels:
I’adhérence et I’ingestion des particules. Cette étape d’adhérence peut étre favorisée par la présence
des molécules Mac-2/eBP a la surface des neutrophiles qui reconnaissent des structures
glucidiques des bactéries (Chen et al., 1990). Une telle implication des S-lectines dans la
phagocytose a été décrite pour les macrophages vis 2 vis des promastigotes de L. major et des

trypomastigotes de T. cruzi. (Blackwell, 1985).

Rappelons qu’un certain nombre de facteurs sont capables d’activer les neutrophiles et d’induire
des Iésions nécrotiques par libération de médiateurs toxiques pour les neutrophiles et par activation
du métabolisme oxydatif. Il s’agit en particulier des auto-anticorps anti-neutrophiles (ANCA) qui
sont dirigés principalement contre des molécules bactéricides: MPO, CAPS57 et contre les
protéinases 3. De méme que des cytokines inflammatoires telle 1’IL-8 sont capables d’activer les
neutrophiles et provoquer une décharge des médiateurs tel que la lactoferrine (Sherry and Cerami,

1991). Ces derniéres sont particulierement spécifiques pour les neutrophiles en ce qui concerne
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I’activité chimioattractante. Le fait que les IgE sont associées a une augmentation de l'activité
métabolique respiratoire des neutrophiles suggere que ce type d’immunoglobuline puisse étre actif,
de la méme manicere que I’IL-8, dans le relargage d’un certain nombre de médiateurs granulaires
des neutrophiles. Une telle libération de protéines cationiques induite par les immunoglobulines, et
plus particulierement par les IgE, a été démontrée sur les éosinophiles. Un relargage sélectif des
protéines cationiques telles I’EPO et 1a MBP a été€ obtenu en incubant les éosinophiles humains

porteurs d’IgE de surface avec de ’anti-IgE (Khalife et al., 1985; Capron et al., 1987).
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Conclusion

Tout au long de notre travail, nous avons voulu déterminer la présence des différentes
molécules fixant I'IgE qu’elles soient de nature transmembranaire de type FceR, ou de nature

soluble de type Mac-2/eBP, sur les granulocytes €osinophiles et neutrophiles.

Grice aux anticorps monoclonaux dirigés soit contre les éosinophiles (BB10) soit contre le
FceRII/CD23 des lymphocytes B, il a été possible de démontrer que la fixation de I'IgE
correspondait a la présence d’épitopes du CD23 sur les éosinophiles de patients HE. Ainsi, sur la
base des résultats antérieurs évoquant des similitudes structurales entre le CD23 des lymphocytes
B et le FceRII des €osinophiles et de 1a récente démonstration d’une hétérogénéité d’expression
des épitopes du CD23 par les €osinophiles de patients HE, nous avons poursuivi le clonage du
récepteur pour I’'IgE de I’éosinophile. L’utilisation de I'ADNc codant pour le CD23 des
lymphocytes B comme sonde nucléotidique pour le criblage de la banque d’ADNc d’€osinophiles
de patients HE n’a pas représenté la sonde la mieux appropriée puisqu’aucun clone obtenu
n’exprime le CD23. Néanmoins, une molécule originale HLA-E appartenant aux antigénes de
HLA de classe I non classique a été clonée. Le fait que ces antigénes soient fortement exprimés par
les €osinophiles et les neutrophiles suggére qu’ils peuvent jouer un role dans la présentation
d’antigéne. Une telle fonction a été proposée pour des antigénes du complexe H2 non classique
dans le modele murin, par plusieurs équipes de recherches (Miligan et al., 1991). Il est & noter que
les éosinophiles sont capables d’exprimer a leur surface des antigénes de classe II, HLA-DR
(Lucey et al., 1989b). 11 a ét¢ démontré que le CD23 membranaire joue un rdle dans la

présentation de I’antigéne en association avec HLA-DR (Flores-Romo et al., 1990).

L’utilisation de sondes immunologiques (anticorps anti-Mac2/eBP) et de sondes nucléotidiques
(ADNCc codant pour Mac2/eBP) a permis de révéler la présence des lectines Mac2/eBP, seulement
sur la moitié des éosinophiles de patients HE capables de fixer I'IgE, alors qu’elles présentaient
toutes le messager correspondant. Cette discordance est probablement diie au caractére soluble de

ces molécules lectiniques qui nécessitent un relargage puis une exposition a la surface de la

Conclusion et Perspectives 139



Conclusion

membrane par fixation aux glycoprotéines ou glycolipides membranaires (Cherayil et al., 1989,
1990).

De maniere inattendue, les neutrophiles, qui ont été considérés comme des cellules n’exprimant
pas de récepteur pour I'IgE, sont également capables de présenter a leur surface des molécules de
type Mac-2/eBP. De plus, ils peuvent fixer de maniere significative les IgE et en particulier quand
elles sont désialylées. La capacité des molécules Mac-2/eBP a lier des IgE est aussi retrouvée sur
les polynucléaires €osinophiles et neutrophiles. Les anticorps anti-Mac2/eBP inhibent de maniére

dose-dépendante la fixation de I'IgE radiomarquée par les polynucléaires.

Le role de ces lectines dans les fonctions effectrices des €osinophiles a été mis en évidence dans
les phénomenes de cytotoxicité vis & vis de larves de parasites, sans que 1’on sache de maniere
précise 1’étape (d’adhésion ou de relargage de médiateurs) a laquelle ces molécules Mac2/eBP
interviendraient. Par ailleurs, ces lectines jouent un réle dans ’activation IgE-dépendante des
neutrophiles en augmentant leur métabolisme oxydatif. L’originalité de ce travail sur les
neutrophiles est la toute premiere description d’une activation cellulaire par les IgE de myélome ou
par les anticorps IgE complexés soit par I’anti-IgE, soit par I’antigene spécifique. Ces résultats
ouvrent ainsi de nouvelles perspectives sur le role fonctionnel des neutrophiles dans les maladies

liées a une augmentation des IgE sériques telles I’allergie et les parasitoses.
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La présence de deux types de molécules fixant I’IgE sur les éosinophiles de patients HE et leur
implication respective dans les phénomenes d’ADCC vis a vis de larves de parasite, posent le
probléme de la réelle participation de ces molécules dans ce mécanisme de défense anti-parasitaire.
Certes, il est nécessaire de définir de maniere précise quelle est 1’étape dans laquelle les récepteurs
pour I'IgE (FceRII et lectines Mac-2/eBP) interviendraient. Plusieurs hypothéses peuvent étre
émises, sur la base des caractéristiques des lectines: (1) Mac-2/eBP, de par sa nature soluble,
favoriserait la fixation de I’IgE sur les récepteurs membranaires et agirait donc comme un
coactivateur du mécanisme d’ADDC; (2) Mac-2/¢BP, en tant que molécule d’adhésion,

participerait a la premiére étape de fixation des cellules effectrices sur les parasites.

Les molécules de type Mac-2/eBP et du FceRII/CD23 sont toutes deux capables de fixer I'IgE.
Il est tout a fait probable qu’il existe une coopérativité entre ces deux types de molécules pour la
liaison de I’IgE. La reconnaissance de la partie protéique de 1’IgE par le FceRII peut étre renforcée
par la liaison des molécules lectiniques Mac-2/eBP a I'IgE. Cette coopérativité provoquerait
I’agrégation des récepteurs FceRII adjacents qui déclencherait une activation cellulaire se traduisant
par une libération de médiateurs éosinophiliques. Cette coopérativité éventuelle dans la fixation de

I’IgE et dans P’activation des €osinophiles mérite d’€tre approfondie.

Toutefois, les molécules FceRII/CD23 et Mac-2/eBP ne semblent pas étre les seules molécules
capables de fixer I'IgE sur les polynucléaires éosinophiles puisque le pourcentage de cellules
capables de fixer I’'IgE est plus important que celui qui exprime ces deux types de molécules. Une
identification biochimique et moléculaire de nouvelles molécules capables de fixer I'IgE semble
étre nécessaire afin de comprendre la complexité des molécules mises en jeu dans les interactions
IgE-éosinophiles.

Une des stratégie possibles pour cette étude serait de (1) construire une autre banque d’ADNc
d’éosinophiles de patients HE préalablement sélectionnés pour leur capacité a lier I'IgE; (2) puis
d’utiliser le ligand IgE comme sonde immunologique pour le criblage de cette banque. La
construction de la banque se fera a partir de trés peu d’ARN totaux d’éosinophiles qui seront

amplifié€s par PCR (polymerase chain reaction) aprés avoir été rétrotranscrits en ADNc. Une
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quantité suffisante d’ADN sera alors obtenue puis insérée dans un vecteur d’expression
susceptible d’étre amplifi€ a la fois dans un systeéme bactérien (MC1061/P3) et dans un systeme
eucaryote (cellule Cos).

L’avantage de cette banque en cellule Cos est la production de molécules telles que nous en
trouvons chez les eucaryotes, c’est a dire des molécules qui ont subi des modifications post-
traductionnelles telles que les phosphorylations et les glycosylations. Cette derni¢re modification
semble jouer un role essentiel dans 1’activité de fixation de I'IgE par les molécules présentes dans
les polynucléaires éosinophiles et plus particuli¢rement les neutrophiles. Bien sur cette stratégie est
également applicable pour 1’identification moléculaire des molécules fixant 1’IgE sur les

neutrophiles.

La capacité des IgE a induire un signal d’activation aux neutrophiles via les molécules Mac-
2/eBP suggere que cette classe d’immunoglobuline peut provoquer un relargage de certains
médiateurs contenus ou non dans les granulations des neutrophiles. Il serait intéressant d’étudier la
cinétique de la libération des médiateurs telles que la myélopéroxydase (présente dans les

granulations primaires) et la lactoferrine (granulations secondaires).

Outre une meilleure connaissance des différents récepteurs susceptibles d’intervenir dans la
liaison de I’IgE sur les éosinophiles, notre travail a permis (1) de révéler que des molécules de la
famille des lectines de type S, sans domaine transmembranaire, pouvaient étre associées a une
activation cellulaire. Il est nécessaire de définir la signalisation transductionnelle correspondant a
chacun de ces deux types de molécules réceptrices (complémentarité, synergie d’action,
antagonisme ?). Le mécanisme de signalisation liée & Mac-2/eBP est actuellement en cours d’étude
en prenant comme modele les neutrophiles, dépourvus de Fce€RII/CD23 mais possédant
uniquement les molécules Mac-2/¢BP; (2) d’indiquer que les neutrophiles, de la méme maniére
que les autres granulocytes, pouvaient participer a des réactions d’hypersensibilité IgE-

dépendante. Leur rdle éventuel dans la défense immunitaire anti-parasitaire mérite d’étre envisagé.
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