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1. Généralités

Plus de mille ans avant Jésus-Christ, les Egyptiens étaient déja atteints par la
schistosomiase ou bilharziose car des calcifications bilharziennes ont été retrouvées dans la
vessie d'une momie de la XX “™ dynastie. C'est en 1852 que Theodor Bilharz, pathologiste
allemand, travaillant au Caire décrit Schistosoma haematobium, agent de la bilharziose uro-
génitale. Au début du si¢cle, Manson décrit une autre espece de schistosomes : Schistosoma
mansoni, agent d'une bilharziose intestinale et parfois hépato-splénique. D'autres espéces de
schistosomes seront ensuite découvertes.

Les schistosomes sont des trématodes & sexe séparé, hématophages. Ils sont
transmis a 'Homme par certains mollusques aquatiques qui constituent I'hdte intermédiaire
de ces parasites.

La bilharziose est la deuxiéme grande endémie parasitaire aprés le paludisme. Cette
maladie frappe, selon 'OMS, 200 millions de personnes et entraine 500 000 décés chaque

année dans 76 pays en voie de développement.
1.1. Taxonomie du genre schistosoma

Les schistosomes se caractérisent au sein de la classification par leur appartenance a
I’embranchement des plathelminthes (vers plats non segmentés), classe des Trématodes
(appareil digestif avec caecum), sous-classe des digénes (deux hdtes), super-ordre des
prostomata (bouche antérieure), ordre des Distomes (2 ventouses: buccale et ventrale),
sous-ordre des schistosomoidea (sexes séparés), famille des schistosomatidés

(furcocercaires libres), genre schistosoma (héte définitif mammifere) (Euzeby, 1970).

La classification peut étre basée : soit sur la morphologie de leurs oeufs qui peuvent

étre ovales et munis d’un éperon latéral (S. mansoni), ovales et munis d’un éperon terminal
(S. haematobium, S. bovis, S. intercalatum) ou alors ronds et munis d’un éperon minuscule

(S. japonicum, S. mekongii ),



Introduction — Schistosomiase 21

1 2 3

Morphologie des oeufs de schistosomes :

(1) S. mansoni, (2) S. haematobium, (3) S. japonicum,
d’aprés “ Human schistosomiais ”, R.F. Sturrock, CABI Ed.

soit selon leur spectre d’infectivité définissant les espéces anthropophiles telles quesS.

mansoni, S. intercalatum (bilharzioses intestinales), S. haematobium (bilharziose uro-
génitale), les espéces anthropo-zoophiles représentées par S. japonicum , S. mekongii ou les
espéces zoophiles affectant les rongeurs et carnivores: S. rodhaini, les suidés : S.
incognitum et les ruminants: S. curassoni, S. bovis, S. mattheei, S. leiperi, S. margrebowiei,

S. indicum, S. spindale, S. nasale et le genre Orientobilharzia
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1.2. Cycle biologique de S. mansoni

Le cycle parasitaire nécessite un hote définitif mammifére et un hote intermédiaire

gastéropode d'eau douce.

Vers adultes

Furcocercaire

Sporocyste

La forme infestante du parasite, la furcocercaire (issue du mollusque) traverse les
couches supérieures de I'épiderme de son hote définitif en quelques minutes. Au cours de la
pénétration, elle va perdre sa queue bifide qui lui permettait de nager en quéte de son hote
et devient chez 1'hote définitif un schistosomule.

Le schistosomule quitte le derme et gagne les poumons, entrainé par le flux sanguin.
Le stade pulmonaire du schistosomule va durer 3 a 4 jours. Par la suite, le schistosomule
sera entrainé vers l'aorte, les artéres mésentériques et la veine porte, jusqu'au foie, son lieu

de maturation.
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Le jeune parasite va alors se différencier en schistosome et subir une maturation

sexuelle. S'il est de sexe male, il acquiert la morphologie caractéristique du schistosome
male, sa face ventrale formant un canal gynécophore dans lequel se loge la femelle qui
atteint alors sa maturité sexuelle. Chez 'homme, les vers peuvent demeurer accouplés
pendant plusieurs années. Les vers accouplés se déplacent ensuite a contre-courant du flux
sanguin grace a leurs deux ventouses latérales et vont gagner leur lieu de ponte. La majorité
des espéces de schistosomes infectant 'homme va se nicher dans les veines proches de
l'intestin. L'espéce S. haematobium, quant & elle, a un tropisme particulier pour le systeéme
uro-génital.
Les femelles matures vont produire des oeufs en continu, on estime que la femelle de S.
mansoni pond jusqu'a 300 oeufs par jour. Les oeufs de S. mansoni sont ensuite disséminés
dans divers organes internes dont l'intestin et le foie, ou ils se trouvent bloqués. Les ogufs
sont alors la cible d'une intense réaction inflammatoire désignée sous le terme de réaction
granulomateuse. Ils sont ainsi responsables de la pathologie lide 4 l'infection et permettent la
poursuite du cycle parasitaire. En effet, les oeufs qui franchissent les muqueuses de
l'appareil urinaire (S. haematobium) ou intestinal (S. mansoni et S. japonicum), grice a la
sécrétion de substances protéolytiques, sont excrétés dans les urines ou les selles et libérés
dans l'eau.

Les oeufs vont alors donner naissance, quand certaines conditions de milieu sont
réunies 2 une forme larvaire libre, le miracidium. Celui-ci est extrémement mobile car doté
de cils vibratils lui permettant de se déplacer en quéte de son hote intermédiaire,
vraisemblablement attiré par des facteurs chimiotactiques. Les mollusques-hotes sont
spécifiques de chaque espéce, cette spécificité étant déterminée par des facteurs génétiques.

A l'intérieur du mollusque, le miracidium se transforme en sporocyste primaire et
rejoint I'hépato-pancréas de I'héte intermédiaire. 11 passe alors, en 3 a 8 semaines, du stade
sporocyste primaire et secondaire a celui de furcocercaire par multiplication asexuée et
polyembryonie. Un seul miracidium peut ainsi aboutir a la production de 100 000 cercajres.
Les mollusques infestés stimulés par la lumiére et la chaleur, émettent alors chaque jour
dans l'eau environnante des milliers de cercaires qui ne peuvent survivre plus de 48h en

attente de I'hdte définitif
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1.3. Distribution géographique des schistosomiases

Les schistosomiases sont endémiques dans 76 pays sur les continents africain,
américain et asiatique. 600 millions de personnes sont exposées au risque d'infection et 200
millions sont infectées. Une zone d'endémie offre simultanément l'espéce de mollusque
vecteur compatible, des conditions d'hygiéne favorables a la dissémination du parasite et des

conditions hydriques convenables.

Répartition géographique des schistosomiases

S ) 37
ﬂ D. MMARSor

B S haematobium B S haematobium et S. mansoni

D'apres I'OMS, février 1998 (www.who.ch)

S. haematobium, agent de la bilharziose vésicale, est endémique dans 54 pays
d'Afrique et de Méditerrannée orientale et on estime a 90 millions le nombre de personnes
infectées.

S. mansoni atteint 60 millions d'individus dispersés dans plus de cinquante pays
d'Afrique inter-tropicale, mais aussi dans le delta du Nil, le Yemen ou I'Arabie Saoudite. On
le retrouve aux Caraibes et en Amérique du Sud, en particulier dans le Nord-est du Brésil, le

Vénézuela et dans quelques foyers subsistant aux antilles.
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S. japonicum et S. mekongi, responsables de bilharzioses intestinales, sévissent en
Asie. L'espéce japonicum est notamment présente en Chine, aux Philippines et en Indonésie,
alors que S. mekongi a été identifi¢ au Cambodge et au Laos (presqu'ile du Mékong).

S. intercalatum, a localisation rectale chez I'homme, est quant a lui, un parasite
strictement africain. Sa présence a été détectée au Tchad, en Ouganda, au Zaire, au Gabon
et au Cameroun.

Plusieurs espéces peuvent cohabiter, c'est le cas de S. mansoni, S. haematobium et
S. intercalatum. Cette cohabitation peut donner lieu & des phénomeénes d'exclusion entre les
espéces en compétition pour le méme hdte (Tchuem Tchuenté, 1995 ; Tchuem Tchuenté et
al, 1996). Des appariements interspécifiques au sein d'un méme hote peuvent entrainer
l'apparition d'hybrides (Richard-Lenoble ef al., 1993). Les facteurs humains tels que le
développement et l'utilisation des ressources hydrauliques ou le développement sanitaire ont
également une influence sur l'apparition ou la régression d'une zone d'endémie. Le flux
migratoire des populations, additionné a ces facteurs, va également modifier la répartition
géographique des aires d'endémies ; on assiste donc a une épidémiologie en constant

remaniement.
1.4. Pathologies associées aux bilharzioses

Au sein d'une population infectée, les manifestations cliniques sont extrémement
variables. Elles sont associées a l'intensité de l'infection, a la souche du parasite infestant, a
la fréquence des réinfections, au statut immunitaire de l'individu infecté ainsi qu'a des
facteurs génétiques de 'hdte. Les prévalences d'infection les plus élevées et l'intensité des
infections les plus importantes sont observées chez les enfants 4gés de 5 & 15 ans, le nombre
d'oeufs excrétés et l'intensité des Iésions diminuant au cours du temps (Lariviére, 1993).

Ce ne sont pas les vers adultes qui induisent la pathologie mais les oeufs qui sont a
lorigine de la plupart des lésions bilharziennes car ils entrainent la formation d'un
granulome. La pathologie varie suivant l'espéce de schistosome, la localisation des vers et la
circulation des ceufs. La maladie s'exprime en plusieuts phases, la premiére phase est la

phase d'infestation due a la pénétration des cercaires et qui se traduit par une dermite. La
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deuxiéme phase, la phase d'invasion, est liée au développement des schistosomules et elle
correspond aux réactions de l'organisme au contact des antigénes et des toxines des vers et
se traduit par des manifestations allergiques souvent fébriles. La phase d'état apparait au-
minimum 2 mois apreés l'infestation, mais peut ne se manifester que beaucoup plus tard, elle
correspond a l'installation des vers adultes dans leur site définitif et a la ponte des oeufs. Les
manifestations dépendent de l'espéce de schistosome en cause.

S. haematobium entraine des atteintes uro-génitales avec des hématuries quasi-
constantes. Des Iésions rénales, urétrales, génitales ou rectales peuvent compliquer cette
forme. L'atteinte hépatique, si elle est fréquente histologiquement est, le plus souvent
cliniquement muette.

S. mansoni occasionne des 1ésions de la paroi intestinale et du foie avec fibrose et
hypertension portale secondaire et parfois, & un stade avancé, des signes pulmonaires et
respiratoires. La gravité des lésions hépatiques est liée au développement d'une réaction
inflammatoire de type hypersensibilité retardée, aboutissant a la formation des granulomes.
Histologiquement, on note 1’accumulation successive de nombreux types cellulaires,
notamment d’€osinophiles, suivis par des macrophages, des lymphocytes, des cellules
épithélioides et des fibroblastes. Cette réponse évolue par la suite vers la fibrose
cicatricielle.

L'infection par S. japonicum est proche de celle par S. mansoni mais la fibrose
hépatique se développe plus rapidement.

S. intercalatum est & lorigine dune symptomatologie dominée par des

manifestations rectales.
1.5. Diagnostic de la schistosomiase

Sur le terrain, le diagnostic se fait a 'échelle collective, par exemple sur les enfants
scolarisés, en recherchant la présence d'ceufs dans les selles ou les urines. L'absence d'ceufs
ne permettant pas de conclure & I'absence d'infection, le diagnostic repose également sur des

examens cliniques, biologiques (symptomatologie, modifications des constantes sanguines)
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et immunologiques (recherche d'antigénes circulants, de complexes immuns). L'imagerie

médicale (échographie, cystoscopie) reste encore tres peu répandue.

1.6. Lutte contre les schistosomiases

Trois moyens de lutte contre les schistosomiases tentent d'interrompre le cycle du

parasite : la prophylaxie sanitaire, la lutte anti-vectorielle et la prophylaxie médicale.

1.6.1. La prophylaxie sanitaire

Ayant pour but d'interrompre le cycle du parasite, la prophylaxie sanitaire a été
pendant longtemps la seule méthode de lutte contre les schistosomiases. Elle consiste a
réduire la contamination du biotope aquatique par les excréments humains et a limiter les
contacts des populations avec les points d'eau contaminés. Une stratégie globale incluant a
la politique d'assainissement, le dépistage et le traitement des populations infectées et une
éducation sanitaire des populations a risque, a déja prouvé son efficacité a Porto Rico et en
Arabie Saoudite. En raison des cofits et de sa mise en ceuvre difficile, cette stratégie n'a pu

s'étendre a tous les pays concernés par la schistosomiase (Capron, 1993).

1.6.2. La lutte anti-vectorielic

Cette stratégie vise a éliminer les mollusques vecteurs indispensables au
développement du parasite soit a l'aide de mollusquicides, soit par la réalisation de travaux
d'assainissement visant a réduire le biotope des mollusques, soit en introduisant des
mollusques compétiteurs. Cette stratégie anti-vectorielle ne suffit pas a interrompre le cycle
du parasite et actuellement, l'une des méthodes de lutte la plus efficace contrg la

schistosomiase consiste en une prophylaxie médicale.
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1.6.3. La prophylaxie médicale

Le praziquantel (PZQ) représente actuellement le composé le plus utilisé devant
'oxamniquine. 11 est actif sur toutes les especes de schistosomes infectant I'homme et le taux
de guérison, déterminé par l'arrét définitif de I'émission d'oeufs dans les selles, est estimé a
environ 90% dans le cas de la schistosomiase a S. mansoni. Son utilisation, dont les effets
sont principalement ciblés sur les vers adultes, ne prévient cependant pas les réinfectjons
trés fréquentes en zone d'endémie. De plus, des phénomeénes de résistance au PZQ ont été
mis en évidence en laboratoire (Fallon & Doenhoff, 1994 ; Ismail et al, 1994) mais

également dans certains foyers d'infection naturelle (Sénégal, Egypte) (Fallon ef al, 1995).

Face aux échecs de la lutte anti-vectorielle, le développement d'une stratégie
vaccinale devrait permettre, en association avec un traitement préalable au PZQ, de limiter
l'infection et ses causes pathologiques. L'élaboration d'un vaccin passe par la connaissance

des mécanismes immunitaires développés par I'héte définitif au cours de l'infection.
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2. Réponse immune développée au cours d'une
infection a 8. mansoni

Le développement de moyens de lutte contre la schistosomiase et notamment
I'élaboration d'une stratégie vaccinale impliquent la compréhension des mécanismes
immunitaires développés par I'h6te au cours de l'infection. Deux modéles animaux : le rat,
hote semi-permissif pour S. mansoni, et la souris, héte permissif, ont été couramment
utilisés en laboratoire et ont largement contribué aux connaissances sur l'immunologie des
schistosomiases. Quant aux études réalisées chez 'homme, elles consistent en des analyses

épidémiologiques menées sur des populations vivant en régions endémiques.
2.1. L'immunité naturelle

Le degré de résistance & 'infection par le schistosome est trés variable selon les
espéces animales étudi€es et va de la résistance totale a I'infection jusqu’a la mort de
I'individu. Sur ces observations, Kagan (1958) propose une classification qui divise les
especes animales en 3 catégories suivant leur comportement face a I’infection.

- les hotes résistants comme le pigeon (les cercaires sont détruites au niveau de
I’épiderme).

- les hotes semi-permissifs qui rejettent les vers adultes avant la ponte comme le rat.
Bien que les schistosomules se transforment en vers immatures chez cet animal et se
localisent au niveau hépatique, il se produit une chute brutale de la charge parasitaire a la
quatriéme semaine d’infection (Maddison et coll., 1970). De plus, ce modéle développe une
forte immunité 3 la réinfection et fait intervenir des mécanismes de défense communs a ceux
observés chez I’homme.

- les hotes permissifs qui permettent la maturation compléte des parasites et la ponte,
comme la souris, le hamster, le singe Rhésus et le babouin. La souris constitue le modéle de
référence pour I’étude des modifications immuno-pathologiques liées & la présence des

oeufs dans les tissus. D’autre part, 1’existence de nombreuses souches parfaitement définies
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sur le plan génétique permet 1’étude, dans ce modéle, du contrdle génétique de la réponse
immune dirigée contre le parasite.
L’homme se comporte comme un héte susceptible et développe des infections

pouvant durer plusieurs années, cette infection arrive a se stabiliser a 1’age adulte.
2.2. L'immunité acquise

L'immunité concomitante

L’immunité contre I’infection par le schistosome revét un caractére treés particulier
puisque celle-ci est une immunité non stérilisante efficace contre les formes larvaires de la
nouvelle infection mais inefficace contre les vers adultes déja présents dans "organisme. Le
terme d’immunité concomitante est utilisé pour décrire cette situation ou une immunité a la
réinfection apparait en présence d’une infection active (Clegg et al, 1971). Ce concept
implique qu’il existe certaines communautés antigéniques entre le schistosome adulte et le
schistosomule et que I’adulte vivant dans les vaisseaux sanguins stimule le systéme
immunitaire de ’hote via la libération de ses produits métaboliques de sécrétion.

De nombreux mécanismes effecteurs ont été caractérisés in vifro, chez ’homme et
dans des modéles expérimentaux au cours de l'infection. On décrit a la fois une réponse
spécifique humorale et cellulaire, ainsi que des phénoménes d’activation des cellules

inflammatoires (Capron ez al., 1986 ; Sher et al., 1989).
2.2.1. La réponse humorale
La participation des anticorps dans ’acquisition de I’immunité a la réinfection dans

la schistosomiase a été suggérée par de nombreuses observations épidémiologiques chez

’homme et différents travaux réalisés sur les modéles expérimentaux.
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2.2.1.1. Obscrvations épidémiologiques

La résistance a I'infection par le schistosome se développe progressivement pendant
la période de lenfance et atteint un maximum a I’dge de la puberté (Butterworth ef al
1985). Les capacités de résistance semblent dépendre d'un geéne co-dominant majeur (Abel
et al, 1991). Les infections par S. mansoni chez les populations kenyanes (Butterworth ef
al, 1985 ; Dunne et al, 1992) et brésiliennes (Rihet et al, 1991 ; Demeure et al, 1993)
montrent une corrélation positive entre la réponse IgE spécifique des antigenes du parasite
et ’acquisition d’une résistance a la réinfection, aprés chimiothérapie. Cette corrélation a
été aussi observée lors d’une infection par S. haematobium, principalement chez les jeunes
enfants (Hagan ef al, 1991 ; Ndhlovu ef al, 1996).

Cependant, l'expression de l'immunité acquise est influencée par la présence de
différents isotypes liés a la susceptibilité a la réinfection. Ainsi des études réalisées au Kenya
ont montré la présence d’anticorps IgM capables de bloquer la cytotoxicité dépendante des
éosinophiles médiée par les IgG. En effet, Iintensité de réinfection peut étre corrélée
positivement avec la présence d’IgM et d’IgG2 spécifiques d’épitopes carbohydrates
présents dans les antigénes d’ceufs (Khalife ef a/, 1986 ; Butterworth ef a/, 1987 ; Dunne et
al, 1988). De méme, des anticorps IgG4 seraient associés a la susceptibilité a l'infection,
aussi bien par S. haematobium que par S. mansoni (Hagan et al, 1991 ; Rihet ef al, 1992 ,
Demeure et al, 1993). Plus récemment, une association positive entre le taux d’anticorps
IgA, spécifiques de I’antigéne Sm28GST de S. mansoni, et I’acquisition de 'immunité a la

LY o

réinfection dépendante de I’4ge a été observée (Auriault ef al, 1990 ; Grzych et al, 1993).

2.2.1.2. Les mécanismes effecteurs

De nombreux travaux montrent qu'il existe des mécanismes de cytotoxicité cellulaire
dépendante d’anticorps (ADCC pour Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity) qui
conduisent a la destruction des larves de schistosome. Ces mécanismes font intervenir, chez
le rat comme chez I'homme, des anticorps d'isotype IgG et IgE et impliquent la participation

de cellules pro-inflammatoires non lymphoides telles que les macrophages (Capron et al,
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1975 ; Perez, 1975 ; Joseph ef al, 1978), les éosinophiles (Butterworth ef al, 1974 ; Capron
et al, 1978 ; Capron et al, 1981) et les plaquettes (Joseph ef al, 1983). Cette activité
cytotoxique dépendante des plaquettes ou des éosinophiles est maximale entre 7 et 8
semaines apres l'infection chez le rat..

La relevance de ces mécanismes a été confirmée in vivo, chez le rat, par la
protection obtenue aprés transfert passif d'anticorps monoclonaux d'isotype IgG2a
spécifiques d'une glycoprotéine de 38kDa du parasite ou d'anticorps monoclonaux IgE
spécifiques d'un antigéne de 26kDa (Grzych et al, 1982 ; Verwaerde ef al, 1986). D’autre
part, des anticorps de méme spécificité antigénique sont capables d’inhiber cette
cytotoxicité (Capron ef al, 1987). Ces anticorps, IgG2c chez le rat (Grzych et al, 1984),
IgM, 1gG2 et 1gG4 chez I'homme (Khalife ez al, 1986 ; 1989 ; Demeure ef al, 1993), sont
dits "bloquants" de par leur capacité & neutraliser Dinteraction cellules
effectrices/anticorps/schistosomule (Cf § 2.3.2). De plus, l'injection intra-dermique ou sous-
cutanée d'éosinophiles et de macrophages provenant de rat infectés confirme in vivo le role
effecteur cytotoxique de ces deux populations(Capron ef al , 1984)

Le role des anticorps a été aussi démontré au niveau d’expériences d’immunisation
par des cercaires irradiées, dans le modéle murin ou le transfert passif des sérums
d’immunisation induit une réduction de 20-50% de la charge en vers aprés challenge
(Mangold et Dean, 1986).

L'ensemble de ces informations montre que le schistosomule semble donc étre la
cible principale de la réponse immune et que les degrés variables de susceptibilité et de
résistance a la réinfection sont liés a un équilibre dans I'expression d'anticorps effecteurs et

d'anticorps bloquants.

2.2.2. La réponse cellulaire

Parall¢lement au développement d'une réponse effectrice humorale chez le rat ou
chez I'homme, la souris développe des mécanismes cellulaires impliquant les populations
lymphocytaires T et leur production de cytokines. De nombreuses études réalis€es sur le

modéle murin ont permis d'appréhender l'immunopathologie associée a la bilharziose.
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L'immunité développée contre “S. mansoni est thymo-dépendante puisque des souris a
fonction thymique déficiente présentent une trés faible résistance a la réinfection (Capron et
al, 1983 ; Philips et al, 1983). Cependant, les lymphocytes T ne semblent pas impliqués
directement dans les mécanismes de cytotoxicité contre le parasite (Butterworth et al,
1979b) et les cellules T cytotoxiques sont incapables de lyser le parasite. Bien que les
lymphocytes T ne participent pas directement & la destruction du parasite, ils sont
indirectement impliqués dans l'immunité protectrice par le biais des cytokines quils
sécrétent.

Chez la souris, il existe deux sous-populations lymphocytaires T CD4 auxiliaires (T
helper) Thl et Th2, caractérisées par leur production différentielle de cytokines : les cellules
Th1 produisent de I’'IL-2, de 'IFN-y et de I’'IL-12, alors que les cellules Th2 produisent de
I’IL-4, de 'IL-5, de I'TIL-6, de I’'IL-10 et de I’'IL-13 (Mosmann et al, 1986 ; Cherwinski et
al, 1987 ; Fiorentino et al, 1989). Firestein ef al (1989) ont montré par la suite, I'existence
de cellules ThO, précurseurs des cellules Thl et Th2, produisant simultanément de ’IL-2, de
PIFN-y et de I'IL-4. Au cours de la schistosomiase murine, la réponse cellulaire commute
d'un profil Thl vers un profil Th2 avec I'évolution du parasite. Ainsi, alors que les
schistosomules induisent une réponse cellulaire de type Thl (production d'IFN-y et d'IL-2),
l'apparition des ceufs dans les tissus conduit & une réponse cellulaire de type 2, dominante
aux environs de la 8™ semaine aprés l'infection (Grzych ef al , 1991; Pearce et al , 1991).
Cet effet des ceufs de schitosome sur la polarisation peut aussi s’exercer a I’encontre d'un
antigene irrelevant du schistosome, décrit comme inducteur d’une réponse de type Thl
(Kullberg et al , 1992).

Des expériences de neutralisation des cytokines Th2 (IL-4 et IL-5) a l'aide
d'anticorps se sont avérées sans effet sur la résistance a l'infection (Sher et al, 1990a).
Cependant, l'existence de souris déficientes en IL-4 (qui ne développent alors pas de
réponse Th2 efficace) (Pearce et al, 1996) a permis de montrer les effets protecteurs de
cette cytokine principalement sur les manifestations pathologiques observées en phase aigiie
de la schistosomiase mais également sur la charge vermineuse lors d'expériences de

réinfection (Rosa Brunet ef al, 1997 ; Rosa Brunet et al, 1997)
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D'autre part, l'étude de la réponse immune suite a linfection par des cercaires
irradiées (immunisation qui ne conduit pas au développement du parasite mature et qui
confére une protection 4 la réinfection) montre la prédominance d'une réponse Thl quj est
caractérisée par la production d'IFN-y (Mountford et al, 1992 ; Smythies et al, 1992a).
Cette protection est réduite si les animaux sont traités par des anticorps neutralisant
l'activité de I'TFN-y (Smythies et al, 1992b). Le role majeur de I'TFN-y dans l'immunité
protectrice est également confirmé in vitro puisqu'il active les macrophages qui sont alors
capables de lyser les schistosomules (James et al, 1984 ; James et al, 1993 ; Pearce, 1993 ;
Oswald et al, 1994a).

L'importance de ces deux cytokines est confirmée chez 'homme ou la résistance a l'infection
est liée a la présence de cellules CD4™ Th0/2 qui sécrétent plus-d'IL-4 que d'IFN-y, alors
quiinversement les clones T CD4" de patients susceptibles produisent de I'TFN-y
majoritairement (Th0/1) (Couissinier-Paris & Dessein, 1995). Ces observations sont en
accord avec le réle des IgE (dont la présence est sous la dépendance de I'TL-4) dans la
protection contre S. mansoni et indiquent que I'TFN-y contribue & l'expression de l'immupité.
De plus, deux études ont montré une association entre de faibles taux d'infection (DeJesus
et al., 1993) ou de réinfection (Roberts et al, 1993) et une prolifération lymphocytaire T
vis-a-vis d'antigénes d'oeufs et de vers adultes. Une faible production d'TFN-y a été observée
alors que la production d'IL-5 est significative. Dans l'une de ces études (Roberts ef al,
1993), il a été rapporté, de plus, une corrélation dge-dépendante significative entre cette
production d'TL-5 en réponse a une stimulation par les antigénes d'oeufs, et de faibles taux
de réinfection. Un autre aspect de l'immunité décrite dans les populations humaines est
apporté par les travaux de Abel et al (1991) montrant la présence d'un géne co-domipant

controlant la susceptibilité a I'infection par S. mansoni.
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2.2.3. Immunorégulation de la pathologie granulomateuse

Granulome et interleukines

La sécrétion d'antigénes par les ceufs vivants entraine une réaction inflammatoire
appelée granulome caractérisé par le recrutement de macrophages, de neutrophiles,
d'éosinophiles et de lymphocytes qui entourent l'ceuf (Stenger et al, 1967 , Moore et al,
1976). Le granulome est classiquement considéré comme une réaction inflammatoire a
médiation cellulaire ou d'hypersensibilité retardée (Warren et al,1967), médiée par les
cellules T (Byram et Lichtenberg, 1977). La population lymphocytaire T la plus impliquée
dans la formation du granulome est celle des lymphocytes T CD4" puisque seule linjection
d'anticorps anti-CD4" entraine une réduction importante de la taille des granulomes
(Mathew ef al, 1986). Les ceufs et leur sécrétion sont a la base de la commutation d'un
profil cellulaire Thl vers un profil Th2.

Il a été montré que I'IL-2 et I'TL-4 sont fortement impliquées dans le développement
de la réaction granulomateuse et que leur neutralisation induit une diminution significative
de la taille des granulomes (Mathew et al, 1990 ; Cheever ef al, 1992 ; Chensue ef al, 1992
; Yamashita et Boros, 1992 ; Lukacs et Boros, 1993). L'IL-2 serait impliquée dans la
génération de la réponse Th2. En effet, sa neutralisation conduit & une diminution de la
synthése d'TL-4 par les cellules T des granulomes mais aussi d'IL-5 (Cheever et al, 1992
Wynn et al, 1993 ; Metwali et al, 1993a). Tout comme I'I[L-2 et I'TL-4, le TNF-o. semble
étre nécessaire au développement d'une réaction granulomateuse maximale car la seule
injection de TNF-a restaureraient la formation de granulomes, composés de macrophages et
de neutrophiles, chez les souris SCID (souris déficientes en cellules T et B) (Amiri ef al,
1992).

L'TFN-y et I'TL-12, en revanche inhibent la formation du granulome. L'IFN-y inhibe
la production de cytokines favorisant le granulome et sa neutralisation par des anticorps
provoque une augmentation de la réaction granulomateuse autour de billes sensibilisées par
de l'antigéne d'ceufs (Lukacs et Boros, 1993). L'injection dTL-12 inhibe la formation de

granulomes pulmonaires et s'accompagne d'une augmentation d'IFN-y et d'une suppression
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des cytokines Th2, IL-4, IL-5 ‘et IL-10, normalement induites par les ceufs, dans le cas
(Oswald et al, 1994 ; Wynn et al, 1994). L'effet de cette cytokine est médié par I'TFN-y. En
plus dun efft sur la formation du granulome, ces deux cytokines réduisent
significativement la fibrose hépatique liée a l'infection naturelle (Czaja ef al, 1987 et 1989a ;

Wynn ef al, 1995).

Modulation de la réaction granulomateuse

Chez la souris, il existe un mécanisme de modulation spontanée de la réaction
granulomateuse. En effet, I’intensité de la réaction granulomateuse induite par les oeufs
pondus tardivement au cours de I’infection (phase chronique) est inférieure a celle induite
par les premiers oeufs (phase aigué). Deux voies complémentaires semblent impliquées dans
la modulation du granulome : d'une part, les cellules T CD8" auraient un effet suppresseur
sur la production des cytokines Th2 (Chensue ef al, 1993), d'autre part, la réponse Thl est
inhibée et les lésions granulomateuses diminuent en taille. Les cellules Thl deviennent
anergiques aux aﬁtigénes d'ceufs et sécrétent moins d'IL-2 et d'TFN-y, n'activant alors plus
les populations cellulaires participant au granulome telles que les macrophages, les
éosinophiles, les lymphocytes et les fibroblastes. L'TL-10, cytokine impliquée dans la
régulation des populations Th CD4’, intervient trés largement dans l'anergie des cellules
Thl en inhibant I'expression des molécules co-stimulatrices B7-1 et B7-2 a la surface des
cellules présentant l'antigéne (macrophages) (Flores-Villanueva et al, 1994). Récemment,
Velupillai et Harn (1994) ont montré que la production d'TL-10 observée, juste aprés
l'oviposition, chez les souris infectées est induite par un oligosaccharide (Lacto-N-
fucopentaose) présent dans les antigénes d'ceufs du schistosome.

La connaissance des mécanismes impliqués dans la formation du granulome et dans
sa régulation fait clairement apparaitre la complexité d'une telle réponse et la difficulté a
établir des protocoles de vaccination qui ne favorisent pas la synthése de cytokines qui
exacerberaient la pathologie granulomateuse. Cependant, il faut garder & I'esprit que le
granulome, 2 la base de la pathologie fibrosante, représente toutefois une sauvegarde pour

I'h6te, en limitant la diffusion des toxines miracidiales. Il évite de sévéres nécroses du
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parenchyme hépatique, observées par exemple chez les souris Nude, déficientes en cellules

T (Byram et Lichtenberg, 1977 ; phillips et Lammie, 1986 ; Amiri ef al, 1992).
Parallélement aux mécanismes effecteurs mis en place par 'hdte pour éliminer: les

organismes pathogénes, ces derniers €laborent des stratégies de défense qui leur permettent

de se maintenir en place le plus longtemps possible au sein de son hote.

2.3. Stratégies d'échappement a la réponse immune
développées par le parasite

Dans le cas des parasites en général, et des schistosomes en particulier, les stratégies
d'échappement ou de détournement de la réponse immune de 'hdte sont particuliérement
élaborées, et font appel & des composantes trés variées. Trois mécanismes sont mis en place
pour échapper a la réponse immunitaire de I'hdte : le mimétisme moléculaire, Tinduction

d'anticorps bloquants et l'induction d'une immunosuppression de I'hote.
2.3.1. Mimétisme moléculaire

Le schistosome détourne progressivement des composantes de 'hdte chez qui il se
développe. Ainsi, le schistosomule acquiert passivement différentes molécules parmi elles,
des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (Sher et al, 1978), des antigénes de
groupe sanguin (Dean, 1974 ; Goldring et al, 1976). Les schistosomes sont alors masqués
au systéme immunitaire et deviennent plus résistants aux mécanismes effecteurs (Damian,
1964). Le mimétisme moléculaire peut se traduire également par I'expression de structures
antigéniques analogues a celles de I'hote (Capron, 1965b). Le schistosome est également
capable de fixer ou d'exprimer certains facteurs tels que le SCIP-1 (pour "schistosome
complement inhibitor"), ou des protéases (m28) (Marikovsky et al., 1988b) qui altérent
l'efficacité des réactions de défense non spécifiques médiées par les voies du complément

(Fishelson, 1995).
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2.3.2. Induction d'anticorps bloquants

Une fagon trés élaborée pour le parasite de contrecarrer les mécanismes effecteurs
de type ADCC est de déclencher chez son héte la production d'anticorps bloquants, de
méme spécificité que les anticorps effecteurs mais d'isotypie différente. Ces anticorps
entrent alors en compétition sur une méme cible : le schistosomule mais également sur les
cellules effectrices, bloquant ainsi la lyse du jeune parasite. La notion d'anticorps bloquants
a été dévoilée dans le modéle du rat grice a la production d’anticorps monoclonaux
spécifiques d'une glycoprotéine (Gp38) qui se trouve 4 la surface du schistosomule (Grzych
et al, 1982). Des anticorps spécifiques d’un méme épitope et d'isotypes différents peuvent
avoir des fonctions biologiques opposées. L'un de ces anticorps, d'isotype IgG2a, est
protecteur, puisqu'il est capable d’induire des mécanismes d'’ADCC en présence
d'éosinophiles et protége les animaux receveurs contre l'infection, lors d'expériences de
transfert passif. Un autre anticorps d'isotype IgG2c, de méme spécificité épitopique, abolit
les effets protecteurs des IgG2a, dans des expériences in vitro et in vivo (Grzych et al,
1984). Cette compétition entre les anticorps effecteurs et les anticorps bloquants ne
concerne pas uniquement l'épitope reconnu mais également les récepteurs Fc des
immunoglobulines, sur les cellules effectrices. Cette observation expérimentale s'est
confirmée dans la schistosomiase humaine ou la présence d’anticorps dirigés contre des
épitopes glycaniques de S.mansoni est corrélée avec la susceptibilité a la réinfection chez les

enfants (C£§ 2.2.1).

2.3.3. Immunosuppression induite

Des travaux ont montré que les schistosomes adultes libérent un facteur appelé
SDIF (Schistosome Derived Inhibitory Factor) qui inhibe la dégranulation mastocytaire et la
réponse IgE chez le rat, résultant en une diminution de I’activation des éosinophiles
(Dessaint et al, 1977). De plus, le SDIF inhibe in vitro, la réponse proliférative des
lymphocytes aux antigénes parasitaires ou a la stimulation par I'lL-2 (Mazingue et al, 1983

et 1986).
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Par ailleurs, les schistosomules peuvent lier les IgG & leur surface : ils sécrétent des
protéases dont ’action sur les IgG donne un peptide inhibiteur de nombreuses fonctions
macrophagiques et altére profondément les capacités cytotoxiques du macrophage sur le
parasite (Auriault et al, 1981 ; 1983a et b ; 1985).

La libération active de neuropeptides par le schistosome comme
’adrénocorticotropine (ACTH), I'hormone de stimulation des mélanocytes (¢-MSH) et la
B-endorphine, a été démontrée récemment : Duvaux-Miret ef al (1992) rapportent leur role
immunosupresseur aussi bien sur les immunocytes de I'hdte intermédiaire (mollusque) que

sur les monocytes de I'hote vertébré.

3. Approche vaccinale de la schistosomiase :
I'antigéne Sm28GST

Alors que la chimiothérapie représente aujourd'hui le seul moyen d'éliminer le
parasite au sein de I'hdte définitif, son utilisation n'est pas dénuée d'effets secondaires et
surtout elle ne prévient pas les réinfections fréquentes en zone d'endémie. Le développement
de stratégies vaccinales, en complément de la chimiothérapie, a pour vocation de limiter
l'expansion des schistosomiases. Deux caractéristiques propres aux schistosomes sont a
prendre en compte dans 1'élaboration d'un vaccin : d'une part, les vers ne se multiplient pas
dans les tissus de leur hote définitif et d'autre part, les oeufs sont les principaux responsables
de la pathologie et sont un facteur de transmission. Un vaccin qui conduira a une protection
contre le vers, méme partielle, associée a une diminution de la fécondité des parasites ou de
la réaction granulomateuse autour des ceufs limitera les formes aigués de la maladie et
contrdlera sa transmission.

Dans cette optique, et parmi de nombreuses préparations a potentiel vaccinant, six
candidats vaccins produits de fagon recombinante ont été retenus par 'OMS pour une

évaluation chez I'homme (Bergquist, 1995).
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Antigénes de Schistosoma mansoni a potentiel vaccinal retenus par 'OMS (d'aprés

Bergquist, 1995)

Antigénes Taille  Localisation Fonction Protection Références
(kDa)
Souris Rat Autre
Paramyosine 97  Schistosomule Protéine du 30 ND ND Pearce et
(Sm97) Vers adulte Muscle al., 1988
IrVs5 62 Tous stades  Protéine du  50-70 95 25 Amory
Muscle (babouin) Soisson et
al., 1992
Triose-phosphate- 28 Tous stades Enzyme  30-60 ND ND Shoemaker
isomérase (TPI) etal.,
1992
Sm23 23 Tous stades Agde 40-50 ND ND Reynolds
menbrane etal.,
1992
Kdster et
al., 1993
Protéine fixant des 14  Schistosomule Agde 65 ND 90-100  Tendler et
acides gras (Smi4) menbrane (lapin) al., 1996
Glutathion-S- 28 Tous stades Enzyme  30-40 40-60 40-90 Balloul et
transférase (babouin) al., 1987
(Sm28GST) Boulanger
etal.,
1991

3.1. Propriétés protectrices de I'antigéne Sm28GST

Parmi ces six candidats, l'antigéne Sm28GST, protéine a activité glutathion S-

transférase de 28 kDa exprimée & divers stades du parasite, induit une immunité protectrice

dans de nombreux modeles expérimentaux. Malgré quelques identités de séquence avec

certaines isoformes de GST de mammiféres (Hughes et al, 1993), les épitopes cibles de la

réponse immune ne correspondent pas aux zones d'identité, ce qui limite les risques de

déclencher des réactions autoimmunes (Taylor et al , 1988 ; Xiaochuan et al , 1997). Le

tableau ci-contre résume les études de protection réalisées avec l'antigéne Sm28GST natif
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ou recombinant ainsi qu'avec des peptides dérivés de la structure primaire de la molécule,

dans différents modéles expérimentaux.

Effets protecteurs de la Sm28GST

Schistosome GST Antigéne Hote  Protection  Effet sur Références
(%) la fécondité

28 Native Rat 50-72 Balloul er al., 1987a

28 Native Souris 40-43 .Balloul et al., 1987a

28 Clonée Babouin 38 Oui Boulanger er al., 1991

28 Clonée Souris 27-36 Oui Boulanger et al., 1991
S.mansoni 28 Clonée Rat 67 Balloul ef al., 1987b

28 Clonée Hamster 52 Balloul et al., 1987b

28 Clonée Patas Non Oui Boulanger ef al., 1995

28 Peptide T-épitopique  Souris 40-50 Oui Wolowczuk et al.,

1991
28  Peptide C-terminal ~ Souris 40 Oui Xuetal., 1993
28  Peptide N-terminal ~ Souris 20 Oui Xu et al., 1993

La Sm28GST native recombinante induit une immunité protectrice chez le rat et le
hamster (Balloul e al, 1987a, Balloul et al, 1987b; Grezel et al, 1993), le babouin (Balloul
et al, 1987¢; Boulanger et al, 1991a) et la souris (Boulanger et al, 1991a; Xu et al, 1993;
Pancré et al, 1994b, Wolowczuck et al, 1989). Les taux de protection conférés contre
Pinfection varient de 50 4 70% chez le rat, de 30 a 45% chez la souris et 40% chez le
babouin. Cependant, d’importantes variations individuelles sont notées dans ce dernier
modele, en effet, les taux individuels de protection varient de 0% a 80%. Toutefois, méme
chez les animaux peu protégés, un effet sur la diminution de la taille des granulomes
périovulaires hépatiques et sur ’excrétion fécale d'oeufs est observé (Boulanger et al,
1991a). De méme, les singes Patas patas immunisés par la Sm28GST puis infestés par des
cercaires de S. haematobium présentent des 1ésions vésicales moins importantes (Boulanger
et al, 1995).

Les effets protecteurs de la Sm28GST au niveau d’une réduction de la charge

parasitaire, dans certains modéles expérimentaux et suivant le protocole d’immunisation
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utilisé, sont accompagnés d’une réduction de la fécondité des vers femelles qui se traduit
par une diminution des oeufs excrétés et/ou une diminution de la charge tissulaire en oeufs
(Boulanger et al, 1991b ; Wolowczuck et al, 1989). En effet, I'immunisation par la
Sm28GST contre une infection hétérologue par S. haematobium, chez le singe Patas, induit
une réduction significative des oeufs excrétés dans les urines et les selles de 55% et 77%
respectivement. De plus, la viabilité des oeufs urinaires est significativement diminuée par la
vaccination (Boulanger ef al, 1995). En résumé, la protection conférée par la Sm28GST,
lors d’une immunisation, se manifeste par une réduction de la charge parasitaire et/ou
Pinhibition de la fécondité du parasite.

Ces observations accentuent I’intérét vaccinal de la Sm28GST dans le contréle de la
pathologie induite par les oeufs et la transmission de la schistosomiase, méme lorsqu’il
s’agit d’une infestation hétérologue (S. haematobium) (Boulanger et al, 1995). De méme,
I'homologue de la Sm28 GST, l'antigéne Sb 28GST de Schistosoma bovis, induit, chez le
bétail, une protection contre S. bovis mais également contre S. mattheei (Bushara et al,

1993 ; Boulanger ef al, 1994 ; De Bont ef al, 1997)

3.1.1. Sm28GST et anticorps

3.1.1.1. Activité enzymatique et expression de I'immunité

Alors que les travaux précédents démontraient le role de la Sm28GST dans
l'expression d'une immunité & deux niveaux contre le parasite (réduction de la charge
parasitaire et/ ou une réduction de la fertilité des vers femelles et de la viabilité des ceufs),
Xu et al ont montré l'implication du site enzymatique de la molécule dans l'immunité anti-
fécondité. Ainsi, deux anticorps monoclonaux dirigés contre la Sm28GST ont été
caractérisés : l'anticorps S13 d’isotype IgM qui est capable d’inhiber Iactivité enzymatique
de la Sm28GST et I’Ac H12 également d’isotype IgM, mais qui ne bloque pas I’activité
enzymatique de la Sm28GST. S13 et H12 entralnent, par transfert passif, une réduction du
nombre de vers de 45% et 34%, respectivement, chez le rat Fischer préalablement infecté

par S. mansoni (Xu et al, 1991).
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Chez la souris BALB/c, I’Ac monoclonal S13, inhibiteur, entraine une diminution du
nombre de vers mais également une forte réduction du nombre d’oeufs dans les tissus ainsi
qu’une réduction de la viabilité des oeufs in vivo et in vitro. A Topposé, 'Ac H12, non
inhibiteur, n'induit qu’une réduction de la charge parasitaire (Xu et al, 1991).

Ces résultats laissent donc supposer un lien entre I’'inhibition de 1’activité GST et I’immunité

anti-fécondité et révelent une dissociation des effets protecteurs.

3.1.1.2. Peptides de la Sm28GST

Différents peptides ont été synthétisés en se basant sur la structure primaire de la
Sm28GST suivant des critéres d’hydrophobicité, d’accessibilité et de mobilité. Trois régions
épitopiques particuli¢res sont ressorties : les peptides 23-43 et 190-211 qui sont impliqués
dans la composition du site actif de la molécule et le domaine central pepidique115-131. Les
propriétés protectrices des peptides correspondant a ces régions épitopiques, ont été
étudiées chez la souris et le rat. La vaccination par le peptide 115-131 (contenant I’épitope
B et T de la Sm28GST) conduit a une réduction de 40 a 45% de la charge parasitaire et
induit la production d'anticorps aux propriétés larvicides (Wolowczuck et al, 1991a). Chez
la souris, I'immunisation par les peptides N-terminal (10-43) et C-terminal (190-211) de la
molécule, séquences impliquées dans le site actif de la molécule, conduit & une réduction de
la ponte et de la viabilité¢ des oeufs, mais est sans effet sur la charge parasitaire (Xu et al,

1993).

3.1.2. Sm28GST et réponse cellulaire T

Le transfert passif de lymphocytes T CD4" et CD8" de souris immunisées par
Sm28GST, a des souris saines n’induit pas de réduction de la charge parasitaire vis a vis
d'une infection d'épreuve mais une forte diminution du nombre des oeufs hépatiques
(Wolowczuk et al, 1991b).

La réponse cellulaire T contre la Sm28GST joue un rdle important par son

implication dans la réduction du nombre d’oeufs dans le foie et dans la diminution de la
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pathologie hépatique, évaluée sur le dépdt de collagéne contenu dans le foie des souris
infectées (Pancré et al, 1994a). L’étude des mécanismes de protection montre que les
cellules T spécifiques de la Sm28GST (C-terminal) essentielles pour la protectjon,
produisent peu d’TL-4 mais un niveau €lévé d’IFN-y (Pancré ef al, 1994a) confirmant son
role inhibiteur sur la synthése du collagéne qui accompagne le granulome (Czaja et al,
1987).

Récemment, il a été mis en évidence que I’immunisation par la Sm28GST induit une
réponse T cytotoxique, par des lymphocytes TCD8" de CMH classe 1. Les mémes auteurs
observent aussi que I’immunisation par le lipopeptide (C-terminal 190-211) de la molécule
induit une activation CTL identique a celle de la molécule compléte, suggérant l'utilisation

possible de ces formulations dans un but vaccinal.

3.1.3. Sm28GST dans l'infection humaine

Des études épidémiologiques indiquent que I’antigéne Sm28GST est reconnu par les
sérums d’individus infectés par S. mansoni. Ainsi, sur 129 enfants bilharziens kenyans agés
de 9 a 16 ans, 97% ont des IgE spécifiques de ’antigéne Sm28GST, 64% présentent des
IgA anti-Sm28GST et 47% des IgG anti-Sm28GST (Auriault ef al, 1990). Aprés traitement
chimio-thérapeutique, les enfants classés comme susceptibles a la réinfection, présentent
beaucoup plus d’IgG4 et beaucoup moins d’IgG1 spécifiques de I’antigéne Sm28GST que
ceux définis comme résistants & la réinfection. Par contre, aucune différence n’a été
observée dans les taux d’IgG3, d’IgE ou d’IgA.

Une étude réalisée en zone d’endémie a S. mansoni au Kenya, a montré que 77%
des enfants infectés par ce parasite ont, parmi leurs lymphocytes périphériques, des cellules
spécifiques de I’antigéne Sm28GST (Wolowczuk, 1991b). Ces différentes études montrent

donc que la Sm28GST est également un antigéne majeur chez 'homme.
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3.2. La réponse IgA et I'antigéne Sm28GST

Différentes observations ont révélé le role des IgA dans l'expression de I'immunité
anti-schistosome. En effet, la réponse IgA spécifique de l'antigéne Sm28GST et de ces
différents peptides a été évaluée avant et 6 mois aprés traitement chez des patients kenyans
infectés par S. mansoni (Grzych et al, 1993). Cette étude a révélé une association entre les
taux dTgA spécifiques de I'antigéne Sm28GST et du peptide 115-131, qui augmentent avec
l'4ge, et l'acquisition de la résistance a la réinfection. De plus, des études fonctionnelles, in
vitro, ont mis en évidence les effets neutralisants des IgA sur l'activité enzymatique de la
Sm28GST. Parallélement, cet isotype altére la fécondité des schistosomes en limitant la
ponte des oeufs mais également en réduisant leur capacité a éclore et libérer des
miracidiums viables. Simultanément a cette étude qui révéle la participation des anticorps
IgA dans les mécanismes d'anti-fertilité, des études conduites chez le rat immunisé par
l'antigéne Sm28GST ont mis en évidence les propriétés larvicides de cet isotype, en
présence d'éosinophiles (Grezel et al, 1993). Trés récemment, les propriétés neutralisantes
des IgA ont été confirmées dans une étude conduite chez des patients infectés par S.
mansoni avant traitement (Remoué et al , 1998 soumis). Cette étude révéle que les
individus ayant une faible intensité d'infection sont ceux qui expriment les taux d'IgA (chez
la femme) ou d'IgG3 (chez 'homme) et les potentiels d'inhibition de l'activité enzymatique
de la Sm28GST maximums. De plus, les sérums de ces patients reconnaissent les épitopes
impliqués dans le site enzymatique et sont associés a I'inhibition de l'activité enzymatique.
Ces observations suggérent que les anticorps IgG3 et les IgA neutralisants sont importants
dans l'expression de l'immunité contre S. mansoni et que l'acquisition de la réponse immune
est dépendante du sexe.

L'ensemble de ces travaux souligne limportance des IgA dans l'expression de
I'immunité anti-schistosome, a4 deux niveaux : tant dans les mécanismes effecteurs anti-
larvaires que dans les mécanismes d'anti-fécondité, conduisant ainsi & une réduction des

conséquences pathologiques et du potentiel de transmission de la maladie.
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Ces différentes observations nous ont conduits, dans ce travail de thése, a étudier les
mécanismes impliqués dans linduction et la production dun tel isotype, au cours de la

schistosomiase expérimentale murine.
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L'IMMUNOGLOBULINE A
ET LE TISSU LYMPHOIDE MUQUEUX
ASSOCIE A L'INTESTIN (GALT)
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Les muqueuses de l'organisme sont les principales voies d'introduction d'agents
pathogénes pusiqu'elles sont présentes au niveau de tous les tractus. Dans le cas de la
schistosomiase & S. mansoni, trois sites muqueux sont principalement exposés aux antigénes
parasitaires : le premier site atteint est la peau, & travers laquelle pénétre la forme infestante,
le deuxiéme site correspond aux poumons qui abritent le schistosomule et enfin, le site
muqueux le plus exposé en terme de temps de contact et de pathologie est certainement la
muqueuse intestinale. Dés la maturation sexuelle des vers, lintestin subit, en continu,
l'effraction des oeufs qui franchissent le systéme vasculaire mésentérique et perforent la
paroi intestinale pour atteindre la lumiere et €tre excrétés. En plus des phénoménes
d'excrétion, une partie des oeufs reste bloquée dans le tissu intestinal, entrainant la réaction
granulomateuse propre & la pathologie bilharzienne et la stimulation constante du tissu
lymphoide associ¢ aux muqueuses (MALT).

Le mucus et le glycocalyx qui recouvrent I'épithélium des muqueuses représentent la
premiére barri€re de protection contre les toxines et enzymes libérées par les pathogénes. A
cette composante non spécifique, s'ajoute la réponse spécifique du MALT, caractérisée par
la prédominance des immunoglobulines A sécrétées en quantités trés supérieures a celles
des IgG (Mestecky et Mc Ghee, 1987 ; van der Heidjen et al, 1987). Cet isotype représente
une défense essentielle contre de nombreux pathogénes invasifs ou non. L'induction de cette
réponse a lieu dans les tissus lymphoides muqueux, au niveau des plaques de Peyer pour le
tissu lymphoide muqueux associé a l'intestin (ou GALT) puis les lymphocytes exprimant des
IgA membranaires sont alors redistribués dans différents sites effecteurs muqueux ou ils

terminent leur maturation en cellules productrices dTgA.
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1. L'IgA, l'isotype majeur des muqueuses

Les concentrations relativement faibles des IgA dans le sérum, comparées a celles
des IgG ont longtemps fait penser que cet isotype était une classe mineure. Actuellement, il
est démontré que l'organisme synthétise plus dTgA que tous les autres isotypes confondus,
de part l'étendue de ses surfaces muqueuses (Mestecky et Mc Ghee, 1987). Les
concentrations faibles dTgA sériques sont en fait imputables & un catabolisme hépatique plus

rapide que celui des IgG (Mestecky, 1992).
1.1. Aspects structuraux

1.1.1. Structure de I'IgA

Comme toutes les immunoglobulines, les IgA sont composées de deux chaines
légeres identiques et de deux chaines lourdes. La majorité des espéces ne posséde qu'un seul
isotype d'IgA, a l'exception des lagomorphes qui présentent 13 sous-classes d'IgA et de
I'homme chez qui il existe deux sous-classes, les IgAl et les IgA2. Ces deux isotypes
différent, d'une part, en fonction de leur distribution dans les fluides biologiques : 85% des
IgA sériques sont des IgAl alors que dans les muqueuses et les sécrétions externes, la
proportion dIgA2 augmente jusqu'a 50% (Mestecky et al, 1986). D'autre part, les IgA2
présentent des différences structurales au niveau de la région charniére telles qu'une délétion
de 13 acides aminés et une glycolysation beaucoup plus importante (Tomana et al, 1976).
Ces différences et la présence de nombreux résidus glycanniques sur les IgA, a l'opposé des
IgG et IgM conferent aux IgA et plus particuliérement aux IgA2, une résistance accrue
contre les protéases des micro-organismes présents dans les muqueuses (Shuster et al, 1971

; Underdown et al, 1974).
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1.1.2. Polymérisation des IgA

Les IgA sont présentes sous forme monomérique (dans le sérum) ou multimériques,
le plus souvent dimériques. Ce phénoméne de polymérisation est unique aux IgA et IgM et
a lieu grice a une glycoprotéine de 15 kDa : la chaine J, produite par les lymphocytes B a
différents stades de développement et les plasmocytes (Koshland, 1985). Une seule chaine J
relie, par lintermédiaire de ponts disulfures, les piéces tail de deux monomeéres d'IgA
(Hexham et al, 1997) tandis que les résidus cystéines des deux autres piéces tail s'associent
et stabilisent le dimére formé. Bien que la chaine J ne soit pas toujours nécessaire a la
formation des polymeéres (surtout dans le cas des IgM), il semblerait qu'elle stabilise les

structures polymériques (Hexham et al, 1997).

Structure de l'lIgA1 dimérique

& chaln

D'aprés Bastian et al (1992)

1.1.3. L'IgA sécrétoire

Les IgA sécrétoires produites localement sont parmi les éléments les plus importants
de la réponse humorale protectrice au niveau des muqueuses. Les IgA sécrétoires sont des
IgA multimériques auxquelles est lié covalemment (2 un monomeére) le composant
sécrétoire (SC) constitué de 5 domaines homologues aux immunoglobulines (Mostov ef al,
1985 ; 1994). La production d'IgA sécrétoires découle d'un phénoméne actif de transport ou
transcytose des IgA dimériques (dIgA). Les dIgA sécretées par les plasmocytes se lient au
récepteur (SC) exprimé sur la membrane basale des cellules épithéliales ou des hépatocytes

des rongeurs et le complexe dIgA-SC est internalisé et transporté jusqu'a la membrane
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apicale de la cellule épithéliale ou il est clivé de sa partie transmembranaire. Les IgA
sécrétoires conservent donc toute la région extracellulaire du récepteur. La présence du-
composant sécrétoire renforcerait le caractére de résistance a la protéolyse que posséde cet

isotype particulier (Butor ef al, 1995).

Différentes études montrent que la production d'IgA sécrétoire est a la fois sous le
contrdle du systéme immunitaire et influencée par le systéme endocrinien. Ainsi, des doses
physiologiques d'oestradiol augmentent la réponse immune-au niveau muqueux alors que
des fortes doses expérimentales ou la progestérone l'inhibent. D'autre part, I'augmentation
des taux d'IgA sécrétoires semble €tre liée a une augmentation du transport par le

composant sécrétoire plutdt qu'a une augmentation de la synthése dIgA.

1.2. Aspects fonctionnels

Le réle le plus couramment décrit pour les IgA exud€es ou transportées dans les
sécrétions est un rble de barriére physique impliquée dans l'exclusion immune des -
pathogénes présents dans la lumiére intestinale. Différents auteurs ont €largi cette notion en-
démontrant une participation active des IgA a des niveaux supéricurs a une simple

association avec le mucus qui borde I'épithélium (Mazanec et al, 1993 ; Lamm et al 1995).
1.2.1. Distribution des plasmocytes a IgA

La présence de plasmocytes a IgA a été détectée dans la moélle osseuse, la rate et
les ganglions mais également dans les glandes exocrines telles que les glandes lacrymales,
salivaires et mammaires et dans les différents sites muqueux associés aux tractus gastro-
intestinal, respiratoire et uro-génital. Il existe une prépondérance trés marquée des
plasmocytes a IgA dans les tissus sécréteurs qui renferment 80% de cellules productrices
dTgA, 13% de plasmocytes a IgM et 7% de cellules productrices dIgG ou dIgD. Ces

proportions sont inversées dans les organes lymphoides non muqueux dans lesquels on



Introduction — Ig4 et GALT 52

retrouve 50% de plasmocytes producteurs d'IgG, 30% a IgA et 18% a IgM ou.IgD -
(Mestecky. et al, 1992). Brandtzaeg ef al (1994) ont largement documenté la distribution
des immunocytes producteurs dTgA, chez lhomme. Ces auteurs confirment la
prédominance des IgA par rapport aux autres isotypes dans tous les tissus excréteurs. Hs
montrent également que la distribution des sous-classes d'IgA varie également en fonction
des muqueuses et au sein méme de la muqueuse concernée. Ainsi, alors que les IgAl .
prédominent dans Ja majorité des glandes exocrines et des muqueuses, le nombre dTgA2
augmente progressivement de la muqueuse gastrique au colon pour finalement devenir

majoritaire au niveau du rectum.

1.2.2. Les IgA et la défense des muqueuses

Dans le tractus intestinal, le systéme immunitaire doit faire face non seulement aux
organismes pathogénes et aux- antigénes alimentaires mais il maintient également en
équilibre la flore commensale. Plasieurs auteurs ont mis en évidence le role neutralisant des
IgA a l'aide de sondes monoclonales spécifiques de pathogénes. Ces différents anticorps
confeérent une protection contre les virus respiratoires tels que le virus Sandai (Mazanec et
al, 1987) ou le virus de 1Influenza ( Renegar et Small, 1991 a, b) ou contre Vibrio cholerae

(Winner et al, 1991).

1.2.2.1. Les IgA sécrétoires, barriére physique

Les IgA peuvent empécher I'adhérence des pathogénes aux cellules épithéliales en
les agglutinant. Elles entourent le micro-organisme et la plus grande hydrophobicité des
fragments cristallisables, comparée aux autres isotypes, empéche l'attachement des
complexes formés aux récepteurs et évite la pénétration des micro-organismes. Ainsi, des
concentrations importantes dTgM ou d'IgA sécrétoires spéeifiques de 'hémagglutinine du

virus de I'influenza inhibent I'attachement cellulaire du virus (Armstrong et al, 1992).
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Une autre propriété des IgA sécrétées dans la lumiere est la neutralisation des enzymes et
toxines des bactéries entériques (Majumdar et Ghose, 1981 ; Lycke ef al, 1987). Un autre
aspect du role des IgA est l'exclusion immune des substances antigéniques dérivant de
I'alimentation. Cette hypothése est supportée par les travaux de Cunningham-Rhundles e al,
(1978) qui démontrent que des patients déficients en IgA présentent une absorption
augmentée des antigénes alimentaires ainsi que des complexes immuns circulants, associés a
une susceptibilité accrue aux allergies atopiques et aux maladies auto-immunes.

Ces différentes observations soulignent le réle de cet isotype en tant que barriére
protectrice limitant dans les situations physiologiques, en association avec le mucus, les
phénomeénes de protéolyse et le péristaltisme, I'entrée d'antigénes et par conséquence la sur-
activation du systéme immunitaire, mais également en empéchant l'invasion des micro-

organismes pathogénes.
1.2.2.2. Les IgA dans le tissu lymphoide muqueux

Les différents mécanismes mis en place au niveau de la lumiére intestinale ne
suffisent pas toujours a inhiber l'entrée de certains pathogénes trés bien adaptés pour
neutraliser l'activité des IgA. Cependant, Mazanec et al (1993) démontrent que les IgA
peuvent également agir au niveau des cellules épithéliales, lors de leur transcytose vers la
lumiére, ou directement dans la lamina propria ou chorion. En effet, les IgA produites dans
la lamina propria sous I'épithélium, ne peuvent pas en franchir les jonctions serrées. Pour
étre excrétées dans la lumiére, les IgA se fixent sur le récepteur polymérique (ou composant
sécrétoire, Cf § 1.1.3) présent 2 la surface basale des cellules épithéliales, sont internalisées
et transportées dans des vésicules jusqu'a la membrane apicale. Certains micro-organismes
tels que les virus nécessitent obligatoirement un passage par voie intra-cellulaire. Mazanec
et al (1993), dans un modéle in vitro d'épithélium polarisé, montrent que les IgA spécifiques
du pathogéne le reconnaissent et le complexent au cours de leur transcytose, et évitent ainsi,
au niveau intra-cytoplasmique, l'assemblage des protéines virales et donc la multiplication et

la colonisation du pathogéne dans le tissu muqueux.



Introduction — IgA et GALT 54

Un autre site d'action des IgA serait la lamina propria dans laquelle se situent les
plasmocytes producteurs dIgA. Au sein de ce site, il est possible de trouver des antigénes
alimentaires ou microbiens qui ont été absorbés intacts (Paganelli ef al, 1981). Les IgA
polymériques produites localement complexent ces antigénes. L'équipe de Lamm montre
que les complexes formés par les IgA, contrairement a ceux formés avec les IgG peuvent
emprunter la voie de transcytose des cellules épithéliales et étre évacués vers la lumiére,
réduisant leur chance de gagner la circulation sanguine (Lam et al, 1995). Une autre
particularité trés intéressante des IgA est leur trés faible capacité a activer le complément et
donc a engendrer des phénoménes inflammatoires, & l'opposé des IgG et des IgM
(Pfaffenbach et al, 1982), ce qui représente un avantage considérable dans la défense de

sites muqueux en état de constante stimulation.

Les différentes études rapportées dans ces deux paragraphes suggérent que les
anticorps IgA promeuvent une défense de I'héte a trois niveaux, plus au moins adaptés selon
le site concerné. Le role traditionnel d'une barriére luminale s'applique dans le cas
d'anticorps pré-existants, aprés I'{limination de l'infection ou dans le cas d'immunisatiop. Si
de nouveau, les organismes pathogenes gagnent !'épithélium, la réponse spécifique devrait
suffire a contrecarrer l'infection. D'autre part, si I'épithélium est le site d'une infection virale,
les IgA nouvellement induites pourront neutraliser le pathogéne & lintérieur méme des
cellules épithéliales. Si le pathogéne gagne la lamina propria, les IgA produites localement
pourront interagir et aider a son évacuation. Ces propriétés conférées aux IgA nouvellement
induites au sein du tissu lymphoide muqueux vont s'ajouter a celles des IgA déja en place au
niveau de la lumiére intestinale. Ces aspects fonctionnels ainsi que le caractére non
inflammatoire des IgA en font une composante essentielle dans la défense des muqueuses de

l'organisme.
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2. Le tissu lymphoide muqueux associé a
I'intestin ou GALT

Le systéme immunitaire muqueux (MALT) est particulicrement complexe, il met en
place une immunité locale comprenant une composante non spécifique et une réponse
adaptative, donc inductible et spécifique, pour constituer une barri¢re a I'entrée des micro-
organismes. La réponse immunitaire locale est induite au niveau des follicules lymphoides. et
de leur épithélium associé. Les lymphocytes activés et différenciés dans le site inducteur -
poursuivent leur maturation dans les ganglions drainant la muqueuse intestinale et
repeuplent ensuite I'épithélium et le chorion (ou lamina propria) ou ils se différencient en
cellules effectrices. Une caractéristique du MALT provient du fait que les lymphocytes -
activés dans un site muqueux distant peuvent se localiser sélectivement dans un autre site.
Cette connexion entre les différents systémes muqueux permet a I'immunité induite a un site
anatomique de protéger une autre muqueuse. L'immunité systémique, elle, n'intervient que

lorsque les mécanismes locaux de protection se sont avérés inefficaces.
2.1. Caractéristiques générales du GALT

Le tissu lymphoide muqueux le plus étudié est certainement celui associé a l'intestin.
Ce tissu est constitué de structures organisées telles que des follicules lymphoides regroupés-
au sein des plaques de Peyer, les ganglions mésentériques qui drainent la muqueuse
intestinale et des nodules lymphoides isolés, et d'éléments lymphoides non organisés comme

les lymphocytes intra-épithéliaux et les lymphocytes de la lamina propria.
2.1.1. Les plaques de Peyer : site inducteur de la réponse muqueuse
Les plaques de Peyer regroupent plusieurs follicules lymphoides et sont localisées

sur la face anti-mésentérique de I'intestin. Les follicules sont séparés les uns des autres par

une région parafolliculaire et comportent un domaine en forme de dome qui les sépare de
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I'épithélium qui leur est associé (FAE). Histologiquement, les follicules lymphoides différent
des ganglions car ils ne sont pas drainés par un canal lymphatique afférent et ils ne -
comportent pas de capsule ni de medulla. Par contre, ils renferment un centre germinatif et

une zone périhérique parafolliculaire (Cf figure ci-dessous).

Structure d'un follicule lymphoide avec son épithélium associé

Région parafolliculaire

D'aprés Kraehenbuhl et Neutra, Physiological Reviews, 1992, Vol.72, 4, 853-879

Induction de la réponse locale dans les plaques de peyer

Le phénotype des lymphocytes et des cellules épithéliales associées au follicule a été
décrit dans plusieurs espéces. Au niveau des plaques de Peyer, I'épithélium associé aux-
follicules comporte beaucoup moins de cellules & mucus que dans les régions sans plaques.
Par contre, on y rencontre un type particulier d'entérocytes, les cellules M comportant des
jonctions serrées avec les cellules épithéliales jointives. Ces cellules forment des poches
intra-épithéliales qui contiennent des lymphocytes B immatures exprimant les IgD, des
lympocytes T mémoires CD45RO" et un petit nombre de macrophages. Les cellules M

expriment les molécules de CMH classe II mais leur rle en tant que cellules présentant
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l'antigéne reste controversé. ‘La principale fonction de ces cellules est un role
d'échantillonnage des antigénes présents dans la lumi¢re intestinale (Neutra et Kraehenbuhl,
1994). Elles prennent en charge les antigénes qui présentent des capacités d'adhérence
spécifique (micro-organismes) ou des critéres physico-chimiques adéquats, et ne les
dégradent pas (Owen ef al, 1986 a et b). Le transport des antigénes par les cellules M les
aménent au contact de cellules présentatrices d'antigénes professionnelles présentes soit
dans la poche des cellules M (Ermak er al, 1994) soit dans le dome sous I'épithéljum,
comme les macrophages (Sobhon, 1971) ou les cellules dendritiques (Kelsall et Strober,
1996), présentes également dans les zones parafolliculaires et interfolliculaires. La majorité
des lymphocytes T dans les follicules sont CD4" et se trouve concentrée dans ces deux
zones et la région du dome. C'est dans le dome que le premier contact se fait entre les
lymphocytes B naif et l'antigéne apprété. Les lymphocytes B du déme et de la région
parafolliculaire sont des lymphocytes naifs qui expriment les IgM et les IgD (Gearhart et
Cebra, 1981 ; Spencer et al, 1986) et sont activés par le contact avec l'antigéne, les
lipopolysaccharides des bactéries ou les super-antigénes. Parallelement a Dactivation,
’expression des molécules de CMH classe II et du récepteur a I'IL-5 est augmentée. L’IL-5
sécrétée par les lymphocytes Th2 présents dans les plaques de Peyer induit la prolifération
des lymphocytes B activés par I’antigéne et entraine leur migration dans le centre germinatif.
L'analyse phénotypique des lymphocytes du centre germinatif des follicules révéle une
majorité de lymphocytes B en division exprimant les IgA (Lebman et a/, 1987). Le micro-
environnement au sein du centre germinatif, et plus particuliérement la présence de
cytokines, telles que le TGF-, I'IL-4, I’IL-5 et I’'IL-6 induisent la commutation isotypique
des lymphoblastes IgM™ en lymphoblastes IgA®. Parallélement aux mécanismes de
commutation, les lymphoblastes du centre germinatif et les cellules dendritiques peuvent
présenter I’antigéne aux lymphocytes T et les activer.

Les lymphoblaétes T et B, spécifiques de I’antigéne, quittent ensuite le centre
germinatif via les ganglions mésentériques et gagnent la circulation sanguine & partir du
canal thoracique. IIs se redistribuent dans différentes muqueuses et tissus excréteurs par

Pinteraction de molécules d’adhésion présentes & leur surface et 4 la surface des veinules
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endothéliales qui irriguent les différents sites. Cette migration et la redistribution des
lymphocytes B IgA” induits dans un site muqueux vers un autre site muqueux est essentielle
pour assurer l'échantillonnage des antigénes présents au sein de la muqueuse intestinale et la
représentation du répertoire antigénique dans d'autres sites. Ces phénoménes de migration
permettent la dissémination des cellules effectrices et mémoires qui assurent une

surveillance immunologique des surfaces exposées aux pathogenes.

2.1.2. Le tissu muqueux diffus-: site effecteur de la réponse muqueuse

Les lymphocytes T et B activés dans les sites inducteurs vont rejoindre leur site de
domiciliation ou ils vont exercer leurs fonctions effectrices. Ces sites font partie du tissu
lymphoide muqueux non organisé qui regroupe la lamina propria et I'épithélium intestinal.
Les lympocytes T dans ces sites effecteurs sont de deux types : les lymphoeytes T €D3"
thymo-dépendants portant un récepteur T ap qui, comme 50% des plasmocytes a IgA de la
lamina propria, dérivent de précurseurs sensibilisés a I'antigéne dans les plaques de Peyer et
sont principalement retrouvés dans la lamina propria, et les lymphocytes T qui dérivent de la
moélle osseuse, migrent dans I'épithélium, acquierent, indépendamment du thymus, un
récepteur T off ou Y5, des chalnes CD8a et B et possédent un répertoire distinct des

lymphocytes thymiques, et des propriétés cytotoxiques.

2.1.2.1. La lamina propria, site effecteur de la réponse anticorps

Les lymphocytes T

La lamina propria se situe entre I'épithélium et la sous-muqueuse et elle contient des
lymphocytes T, des plasmocytes a IgA, des macrophages et des cellules dendritiques. Les
lymphocytes T de la lamina propria sont d'origine thymique, ils représentent 40 a 90% des
lymphocytes présents, la majorité exprime le CD4 et porte un récepteur T aff. La faible

proportion de lymphocytes T CD8" présentent' des fonctions cytolytiques et exprime le
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CD28 (Abreu-Martin et Targan, 1996). Ce sont principalement des lymphocytes mémaires
qui ont déja rencontrés l'antigéne dans les plaques de Peyer et expriment le marqueur CD45
RO. Les lymphocytes T de la lamina propria sont des lymphocytes activés qui expriment
fortement le récepteur a I'IL-2, les molécules de CMH de classe II et l'intégrine aEB7,
intégrine impliquée dans la rétention des cellules activées, dans les sites muqueux.
L'activation des lymphocytes domiciliés dans la lamina propria différe de celle des
lymphocytes T périphériques dans le sens ot ils proliférent mal suite a la stimulation de leur
TCR par les antigénes auxquels ils ont été déja sensibilisés ; au contraire, ils proliférent et
produisent des cytokines suite a la stimulation du CD2 et du CD28 (Pirzer et al, 1990 ; Qia
et al, 1991, 1993 ; Targan et al, 1995). Le profil T auxiliaire est un profil majoritairement
Th2, méme si la production de cytokines Thl et Th2 est nécessaire a l'homéostasie
intestinale, entralnant ainsi la différenciation terminale des lymphoblastes IgA™ en
plasmocytes sécréteurs d'IgA.

La prolifération réduite des lymphocytes T de la lamina propria face & des antig¢nes
connus et leurs voies peu classiques d'activation entrainent un état de non-réponse a la
constante stimulation par les antigénes alimentaires et un haut degré d'implication dans
l'expression d'une immunité spécifique des pathogénes via leur effet "helper" sur les

lymphocytes B IgA™.

Les plasmocytes

(Voir aussi Les lymphocytes Bl dans l'immunité muqueuse, Chapitre III , § 2.2)

Les plasmocytes a IgA représentent 30 a 40% des cellules mononuclées de la lamina
propria (Mac Donald et al, 1987). La moitié de ces plasmocytes dérive de lymphoblastes
dont les précurseurs sont présents dans la moélle osseuse et dont la sensibilisation aux
antigénes de la lumiére intestinale et la commutation isotypique vers ITgA se sont effectuées
au niveau des plaques de Peyer. Leur différenciation terminale en cellules productrices
d'anticorps est stimulée par la présence de cytokines Th2 au sein du chorion. L'autre moitié

des plasmocytes 4 IgA comprend des lymphocytes B non conventionnels, indépendants de la
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moélle osseuse, qui dérivent de la cavité péritonéale et représentent la premiére ligne de
défense contre les pathogénes intestinaux. Les IgA sont assemblées en polymére avec la-
piéce J et sécrétées dans la lamina propria ou elles sont ensuite prises en charge par le
récepteur aux immunoglobulines. polymériques (CS) qui entraine leur transcytose a travers

les cellules épithéliales et conduit  la libération d'IgA sécrétoires dans la lumiére intestinale.
2.1.2.2. L'épithélium, site effecteur de la réponse cellulaire

Quatre vingt quinze pour cent des lymphocytes intra-épithéliaux sont des
lymphocytes T. Parmi ces lymphocytes T, 90% sont CD8", les 10% restant étant CD4", Ces
lymphocytes sont répartis en trois catégories provenant de deux origines différentes. Trente
pour cent des lymphocytes T exprime le CD8c en combinaison avec un récepteur Tap, ils
sont thymo-dépendants et ont été sensibilisés et activés dans les plaques de Peyer et ce sont
relocalisés au niveau de I'épithélium. Les deux autres tiers dérivent de la moélle osseuse et
existent en dehors de toute stimulation exogeéne. Ils se différencient dans I'épithélium
intestinal, au contact des antigénes présents dans la lumiére intestinale. Ce sont des
lymphocytes T CD8ac porteur du récepteur T af ou 3. Par ailleurs, les lymphocytes intra-
épithéliaux immatures expriment RAG-1, enzyme responsable du réarrangement des génes

de leur récepteur T (Guy-Grand et al, 1992).
Fonctions et interactions avec les cellules du systéme immunitaire muqueux

Les lymphocytes intra-épithéliaux ont des fonctions cytotoxiques spécifiques de
lantigéne ou polyclonales : ils sont capables de reconnaitre les molécules
d’histocompatibilité non classiques, ayant des similitudes avec les molécules de CMH de
classe I, exprimées sur la face basolatérale des cellules épithéliales (Panja et al, 1993). Ils
reconnaissent également les entérotoxines qui se comportent comme des super-antigénes et
les protéines de stress dont la synthése augmente au cours des agressions cellulaires. Ils

renferment des granules dont le contenu peut étre libéré au cours de réponses spécifiques de
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Pantigéne ou redirigées, conduisant & la destruction de leur cible (Ernst et al, 1985 ;
Lefrangois, 1991). Aussi, il est possible d’induire des lymphocytes T cytotoxiques -
spécifiques d’alloantigénes ou d’antigénes viraux chez les souris immunisées oralement par
des cellules tumorales allogéniques ou des réovirus et rotavirus (Guy-Grand et al, 1991).
Ces mécanismes de cytotoxicité et de dégranulation permettent la destruction des cellules
épithéliales infestées par les virus ou recouvertes de toxines bactériennes ou.dont la teneur
en protéine de stress s’est accrue du fait de multiples -agressions. Ils sont a la base du -
renouvellement cellulaire de I’épithélium, en effet, les cellules épithéliales se différencient
dans les cryptes et ont une rotation de trois & quatre jours.

Les lymphocytes intra-épithéliaux possédent des fonctions régulatrices des autres
populations par le biais des cytokines qu’ils produisent et ils sont eux-mémes régulés de
maniére paracrine et autocrine. En effet, les lymphocytes TCRyS" sont activés et proliférent
en présence d’IL-7 sécrétée de maniére importante par les cellules épithéliales, et d’IL-2
dont I’origine pourrait étre les lymphocytes intra-épithéliaux TCR of’. De plus, les
lymphocytes TCR v5 ou ap’ peuvent produire de 'IFN-y et de I'IL-5 méme en dehors de
toute prolifération, avec cependant une propension a produire in situ des cytokines Th2
telles que I'IL-4, I’'IL-5 et 'IL-6, facteurs essentiels dans I’orientation isotypique vers I'IgA
(Yamamoto et al, 1993 ; Hiroi et al, 1995). Ces lymphocytes, de part leur sécrétion
orientée, peuvent donc étre considérés comme effecteurs dans I’expression de la réponse B
muqueuse. L’existence de souris mutantes, déficientes en cellules Tyd a révelé une
réduction de la réponse IgA (nombre de plasmocytes et production d’IgA diminués)
(Fujihashi et al, 1996). Les mécanismes associés aux effets auxilliaires des lymphocytes
TCR ¥8" sur la réponse IgA ne sont pas encore connus mais la combinaison des trois types
cellulaires, lymphocytes Tyd, lymphocytes Th2 af et lymphocytes B-IgA" est un pré-requis

a une réponse IgA muqueuse (Kiyono et al, 1996).
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2.1.3. Domiciliation des lymphocytes dans les sites muqueux

La circulation des lymphocytes dans l'organisme est régie, trés schématiquement, par
des mécanismes d'adhésion et de désadhésion sélectives d'organes impliquant des molécules
d'adhésion sur les lymphocytes, et des contre-récepteurs sur les endothéliums vasculaires, la
matrice extracellulaire et 1'épithélium. La domiciliation des lymphocytes au sein des sites
muqueux se fait de maniére spécifique par interaction de molécules d'adhérence exprimées a
leur surface et a la surface des hautes veinules endothéliales dans le cas du tissu lymphoide
muqueux organisé et des petites veinules pour le MALT diffus. Les molécules d'adhésion
sont classées en trois grandes familles structurales : les intégrines, les sélectines et la super-
famille des immunoglobulines. La domiciliation des lymphocytes a l'intérieur d'un organe
lymphoide implique différentes étapes, qui simultanément & l'activation des lymphocytes,
entrainent l'expression en cascade d'autres molécules. Pour pénétrer dans son site
d'adressage, le lymphocyte qui roule sur les parois des veinules doit y adhérer puis

s'extravaser 4 travers les cellules de I'endothélium et enfin gagner son site effecteur.

L'a4p7 et I'aEB7 : deux molécules d'adhésion aux sites muqueux

Deux intégrines sont impliquées dans la domiciliation des lymphocytes au niveau des
muqueuses (Shaw et Brenner, 1995 ; Farstad e al, 1996). L’intégrine a4f37 est exprimée
sur les lymphocytes qui ont un tropisme pour la lamina propria et les plaques de Peyer . Son
ligand est P’adressine MAJCAM-1 présente sélectivement a la surface des cellules
endothéliales des veinules hautes. La deuxiéme intégrine mucosale, qui reconnait la
cadhérine E (Cepek et al, 1994 ; Higgins ef al, 1998) présente a la surface des cellules
épithéliales, est 'aEB7 exprimée par plus de 90% des lymphocytes T de I’épithélium ou les
lymphocytes T CD8" de la lamina propria (Kilshaw et Murant, 1991 ; Parker ef al, 1992).
Ces deux représentants de la sous-famille des intégrines 37 interviennent dans l'adhérence et
la rétention des lymphocytes activés au sein des muqueuses mais également des mastocytes

qui partagent les mémes récepteurs avec les lympocytes T (Smith et Weis, 1996).
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L’intégrine a4fB7 est exprimée "aussi bien sur les lymphocytes mémoires et. les cellules
effectrices qui se lient & la lamina propria que sur les lymphocytes naifs qui s’extravasent
dans les plaques de Peyer. Par contre, I'intégrine oEB7 rencontrée presque exclusivement-
sur les cellules des sites effecteurs serait induite aprés extravation. Malgré la découverte:
remarquable d'une interaction hétérotypique entre la cadhérine E et 'aEf7 qui permet:
d'expliquer la domiciliation des lymphocytes activés dans les sites muqueux,: son action-
directe est cependant discutée (Cerf-Bensussan ef al, 1988 ; Haury et al, 1993).

L'expression de ces deux -molécules est régulée en fonction de l'activation-des -
cellules mais également par les cytokines. Aussi, le TGF-P produit dans les plaques de Peyer
et les cellules épithéliales diminue-t-il lexpression de lintégrine a4f7 et augmente

parall¢lement celle de IaEf7 (Smith et al, 1994).
2.3. Interleukines et orientation isotypique vers 1'IgA

De trés nombreux travaux réalisés in vitro ou in-vivo ont été consacrés a I’étude des -
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans Pinduction et 1’expression
préférentielle des IgA dans les sites muqueux. Ce paragraphe, bien loin de dresser une liste
exhaustive des auteurs, a pour vocation d’intégrer les différentes interactions cellulaires, la
sécrétion de cytokines et les étapes de différenciation terminale dans les sites effecteurs, en
un schéma général qui permette d'expliquer la sécrétion préférentielle de cet isotype dans les

muqueuses.
2.3.1. Interactions cellulaires dans les follicules lymphoides

La moitié des plasmocytes a IgA de la lamina propria proviennent de lymphocytes B
exprimant presque exclusivement les IgA (75 & 80% des lylmphocytes B) dans les centres
germinatifs des plaques de Peyer. Ces cellules s'y divisent rapidement et sont maintenues
dans un environnement de stimulation constante par les antigénes présentés dans les

follicules . Les centres germinatifs existent de fagon chronique dans les plaques de Peyer et
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leur formation est dépendante de la présence de cellules T CD4" que I’on retrouve en
proportion trés supérieure aux T CD8" dans les zones interfolliculaires et ‘de maniére
exclusive a l'intérieur du follicule. Kawanishi et a/ (1983) ont montré qu’au niveau clgnal,
les lymphocytes T des plaques de Peyer sont capables d’induire la différenciation de
lymphocytes IgM" activés par le LPS en lymphocytes B IgA”. Ces premiers travaux ont été
suivis de nombreuses études réalisées in vitro sous différentes conditions d’activation des
lymphocytes B et ont conduit & I'implication- cognitive- des- lymphocytess T €D4" dans la
différenciation des lymphocytes B IgA™. L'hypothése, avancée par Kawanishi et al (1983),
d'un type de cellules TCD4" spécialisées dans la commutation des lymphoeytes vers IgA
(Th switch) dans les plaques de Peyer a été confirmée dix ans plus tard par Weiner et son
équipe qui mettent en évidence une population de lymphocytes Th3 qui exprime le TGF-$
et est régulée par I'lL-4 (Chen et al, 1994 ; Weiner, 1997). D'autres auteurs pensent que
Iinduction des lymphocytes B IgA" dépend étroitement de- la présence- des- cellules
dendritiques présentant I’antigéne (Spalding e al, 1986, Fayette ef al, 1997). D'autre part,
les nombreux tfavaux implicant différentes voies de signalisation pour les lymphocytes B

révelent l'importance d'une activation via le CD40 (Defrance et al, 1992).
2.3.2. Régulation de la réponse IgA par les interleukines

La sécrétion de cytokines au niveau de la muqueuse intestinale est différente selon le
site étudié (Cf tableau ci-dessous). Ainsi, les plaques de Peyer et I'épithélium renferment
autant de cellules productrices d'TFN-y que d'IL-5 avec cependant un nombre beaucoup Plus
important de cellules productrices dans I'épithélium. Par contre, la lamina propria représente
le site le plus enrichi en lymphocytes Th2. Cette répartition corréle avec les effets auxiligires
des différentes cytokines sur la génération de plasmocytes a IgA (Taguchi et al, 1990 ; Xu-
Amano et al, 1992)
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Caractéristiques des populations T des sites inducteurs et effecteurs muqueux chez la

souris
Tissus Fréquence  Expressiondu  Fréquence Rapport Rapport
muqueux des récepteur T (%) des Thl:Th2 CD4:CDS8
T-CD3" T-CD4’
(%) (%)
of 8
Site inducteur
Plaque de 25-35 >90 1-5 60-65 1:1 2:1
Peyer
Sites effecteurs
Lamina propria  40-60 >95 1-5 55-60 1:2-3 2:1
Lymphocytes 80-90 35-45 45-65 5-10 1:1 1:7-8

intraépithéliaux

D'aprés Kiyono et Mc Ghee, Handbook of mucosal Immunology 1994 Academic Press, INC

Les étapes de différenciation conduisant a la production d’IgA sont séquentielles et
débutent dans les plaques de Peyer. La premiére étape aprés l'activation des lymphocytes B
IgM" est I'étape de commutation des chaines lourdes des immunoglobulines vers la chaine o
qui implique l'expression des transcripts Cot. Cette étape est dépendante chez I'homme
comme chez la souris, de la présence du TGF-, cytokine peptidique dont I'expression sous
forme inactive est constitutive et ubiquitaire. Le clivage d'une partie du peptide rend la
cytokine active et a lieu dans des environnements riches en protéases, tel que lintestin
soumis chroniquement aux protéases bactériennes. Cette cytokine induit la commutation
isotypique des lymphocytes B IgA” en lymphocytes B IgA” (Coffman ef al, 1989 ; Lebman
et al, 1990). L'TL-2 et I'TL-4 et ITL-5 augmentent également la sécrétion d'IgA dans les
systémes de culture in vitro (Coffman ef al, 1987 ; Sonoda ef al, 1989 ; Ehrhardt et al,

1992) soulignant ainsi limplication des cytokines Thl et Th2 dans la génération des
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lymphocytes B IgA" dans les centres germinatifs. Une étude récente renforce-le-role-de ces
deux sous-populations qui ensemble sont nécessaires & l'expression de la réponse IgA
(Rizzo et al, 1995). L'action synergique de ITL-4, a la différence de IL-2 ou de I'L-5
semble promouvoir la commutation vers les ‘lymphocytes B IgA” (Lin et al, 199 ;
Wakatsuki et Strober, 1993). Chez 'homme, I'IL-10 coopére avec le TGF-B et induit la
sécrétion d'IgA (Defrance ef al, 1992). Dans les cas pathologiques de déficience en IgA, elle
réverse méme le blocage de la différenciation et entraine l'apparition de plasmocytes a IgA
(Briére et al, 1996).

L'IL-5 et I'IL-6 sont deux cytokines Th2 trés bien représentées dans la lamina
propria et I'épithélium de l'intestin. Bien qu'il soit difficile de caractériser au niveau cellulaire
l'action des différentes interleukines, il apparait clair que ces deux facteurs interviennent de
fagon postérieure a l'expression des IgA membranaires. Ils ne supportent aucune action dans
la commutation isotypique vers I'TgA mais agissent en tant que facteurs de différenciation et
maturation terminales. L'IL-5, in vitro, augmente la réactivité des lymphoeytes B- IgA” seule
ou en synergie avec I'IL-4, I'IL-6 ou le TGF-f3 (Beagley et al, 1988 ; Murray et al, 1987 ;
Kunimoto et al, 1989 ; Coffman et al, 1989). Cette action est par ailleurs confirmée in vivo
chez des animaux infectés par un virus recombinant exprimant I'TL-5 (Ramsay et Kohonen-
Corish, 1993). L'IL-6, quant a elle, est une cytokine multi-fonctionnelle, trés largement
distibuée dans la muqueuse intestinale (Bao et al, 1993). Elle est impliquée dang la
différenciation terminale des lymphocytes B- IgA" en plasmocytes sécréteurs d'IgA et elle
augmente sélectivement la sécrétion in vitro des IgA a partir de lymphocytes B déja
commutés (Beagley ef al, 1989 ; 1991). Le développement de souris déficientes en cytokine
Th2, IL-4,, IL-5 ou IL-6" a permis de réviser le rdle de ces cytokines in vivo (Ramsay et al,
1996). Ces modeéles révélent que, malgré des centres germinatifs et des plaques de Peyer
trés réduits chez les souris déficientes en IL-4, I'TL-4 n'a en fait que peu d'incidence sur la
commutation des lymphocytes B vers ITgA mais que cette cytokine intervient dans le
développement des lymphocytes Th2 et la réponse aux antigénes solubles. L'absence d'TL-5
n'entraine pas de réduction de la réponse IgA locale mais elle diminue la proportion de

lymphocytes B1 non conventionnels péritonéaux. A l'opposé de ces deux types de
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déficiences, 1'absence d'TL-6 réduit considérablement le nombre de plasmocytes sécréteurs
d'IgA dans les muqueuses et entraine des réponses B déficientes face aux antigénes
conventionnels ou aux virus. Cependant, l'absence d'IL-6 n'est pas délétere a 100% en ce
qui concerne le nombre de plasmocytes a IgA de la muqueuse intestinale puisque l'on
retrouve 40% de plasmocytes a IgA chez ces animaux. Ils s'avérent que ces plasmocytes a
IgA dérivent de lymphocytes non conventionnels, les lymphocytes B1 dont l'origine est
indépendante de la moélle osseuse et qui n'ont pas été induits au niveau des plaques de
Peyer. Ces lymphocytes B sont caractérisés par l'expression du marqueur CDS5 et leur
fréquence est importante dans la cavité péritonéale et ils représentent 50% des cellules
productrices d'IgA dans la lamina propria. Ces travaux ont permis de démontrer I'existence
d'une population de plasmocytes a IgA indépendante de I'lL-6 qui contribue de maniere

importante a la réponse intestinale chez les animaux déficients (Beagley ef al, 1995).

Interactions cellulaires et cytokines impliquées dans l'orientation vers l'IgA
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Les caractéristiques originales et les propriétés fonctionnelles, comprenant leur

implication dans l'immunité muqueuse intestinale, de cette classe méconnue de lymphocytes
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B font l'objet d'une grande partic de notre travail de thése et sont introduites dans le

troisiéme chapitre de cette introduction.
3. La tolérance orale : commentaire

Aprés avoir décrit la régulation et les propriétés fonctionnelles du GALT, il §tait
impossible de ne pas commenter une de ces plus grandes fonctions : ses propriétés de
tolérance orale. Le GALT et les muqueuses en général sont constamment exposées a une
variété immense d’antigénes alimentaires et bactériens. En fait, I’induction d’un état de non
réponse ou tolérance orale est bien plus fréquent que le développement d’une réponse
immunitaire spécifique d’un pathogéne. C'est un état qui interrompt la réponse a un antigene
exogene et qui reléve d’un processus actif. Elle est définie par un status immunologique de

non réponse a un antigéne, induit par ’absorption orale de cet antigéne.
2

3.1. Caractéristiques majeures de la tolérance orale
( Revue par Elson et al, 1996)

Une caractéristique importante de la tolérance orale est qu’elle est spécifique de
Pantigéne introduit par voie orale, a la fois pour les réponses cellulaires et humorales et
qu’elle est partielle et non définitive. Différents paramétres sont importants dans ’induction
de la tolérance orale, I’antigéne lui-méme, la dose d’antigéne et sa fréquence et la muqueuse
concernée influencent son développement et les mécanismes par lesquels le syst¢me
immunitaire parvient a ne plus répondre a I’antigéne.

Pour qu’il y ait induction de la tolérance, ’antigéne doit étre délivré et apprété. Les
plaques de Peyer et 1’épithélium intestinal sont deux sites probables pour I’induction d’une

réponse suppressive.
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3.2. Meécanismes -immunitaires impliqués- dans la
tolérance orale (Revue par Weiner, 1997)

L’absence de réponse systémique a des antigénes ingérés découle de deux voies de
tolérisation possible : soit par délétion clonale ou anergie, quand la dose d’antigéne est
forte, soit par induction d’une suppression active, quand les doses sont faibles. Cette
derniére est engendrée par I’induction, dans les plaques de Peyer, d’un type de lymphocytes
régulateurs TCD4" Th3 qui migrent via les ganglions mésentériques dans le compartiment
systémique (Weiner, 1997). Cette population de lymphocytes Th3 sécréte du TGF-B,
cytokine immuno-suppressive et anti-inflammatoire qui intervient de fagon prépondérante au
niveau du GALT dans la commutation vers I’IgA et la domiciliation dans les veinules
endothéliales des lymphocytes activés. Elle est régulée par I'TL-4 et elle est unique dans le
sens ou elle posseéde des fonctions auxiliaires sur la commutation des lymphocytes B dans
les centres germinatifs des plaques de Peyer et des propriétés suppressives envers les
lymphocytes Thl et Th2 du systéme immunitaire. D’une maniére générale, les cellules Thl

sont plus faciles a tolériser que les lymphocytes Th2 ou les lymphocytes B.
"The concept of the bystander suppression”

Le développement de mécanismes de tolérance orale représentent un potentiel thérapeutique
important dans de nombreuses pathologies auto-immunes, chez I’animal comme chez
’homme. Ainsi, I’administration par voie orale d’antigénes auto-immuns a permis de limiter
le développement de la maladie auto-immune. Cependant, dans de nombreuses maladies
auto-immunes, les antigénes incriminés ne sont pas toujours connus. L’essentiel est
d’induire, selon des protocoles d’administration favorables ou avec un antigéne connu, des
cellules Th3 régulatrices qui sécréteront alors de maniére non spécifique du TGF- B qui
supprimera I'inflammation dans le site ol se trouve I'épitope propre a l'antigéne ingéré.
C’est cette induction de lymphocytes Th3 associée 4 la sécrétion de cytokines suppressives

dont I’action concernera plusieurs antigénes pas forcément caractérisés mais potentiellement
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inducteurs d’une maladie auto-immune, qu’on appelle Bystander Suppression. Cette
propriété de la réponse suppressive est actuellement a I’étude dans de nombreuses maladies

auto-immunes humaines.
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1. La lignée B1

Les lymphocytes B1 different des lymphocytes B2 conventionnels par leur origine, .
leur phénotype membranaire, leurs  fonctions et leurs localisations. Cette notion de -
dichotomie au sein des lymphocytes B a émergé dans les années 1980 suite a la découverte .
du marqueur CD5 sur certains lymphocytes B (Manohar ef al, 1982). L’antigéne CDS5,
nommé Ly-1 a I’origine, est un-antigéne de surface initialement reconnu a la surface des -
cellules T. Sa mise en évidence a la surface des lymphocytes B par Hardy et Hayakawa
(Hardy et al, 1982), a donné lieu a la classification des lymphocytes B en lymphocytes
conventionnels B2, Ly-1 ou CD5 négatifs, qui n’expriment pas ce marqueur et représentent
95 % des cellules B dans la rate et les ganglions des adultes, et en lymphocytes B1 non
conventionnels, d’origine distincte, rares dans-la rate et abondants dans les cavités
périton€ales et pleurales. Ces lymphocytes B1, (ou Ly-1-positifs, ancienne dénomination de-
moins en moins usitée), se subdivisent en lymphocytes Bla qui expriment ’antigéne de
surface CD5 et les cellules B1b (Ly-1 "sister") qui n’expriment pas cet antigéne mais qui
portent toutes les caractéristiques fonctionnelles des cellules Bla.

Les caractéristiques des lymphocytes B1 et plus particuliérement Bla sont abordées

dans les paragraphes ci-dessous.
1.1. Phénotype

L’avénement des techniques de cytométrie en flux multichromes (FAC'S) a permis
de caractériser les antigénes exprimés simultanément a la surface des cellules. Ainsi, les
lymphocytes B1 expriment fortement les IgM (IgM "), faiblement les IgD (IgD ™) et le
B220 (B220 **), trois marqueurs spécifiques de la lignée B mais n’expriment plus le CD23
(CD23") (Herzenberg et al, 1986, Rabin et al, 1992). Les cellules Bla expriment le CD5
alors que les lymphocytes B1b, de lignée distincte, ne ’expriment pas. Les lymphocytes B1
peuvent également exprimer un marqueur de macrophages : Mac-1 (CD11b) (Herzenberg et

al, 1987). Ce marqueur est présent uniquement a la surface des lymphocytes B1 péritonéaux
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et absent des cellules Bl de la rate. L’identification des cellules Bla nécessite
obligatoirement la combinaison d’au moins deux marqueurs de surface. Dans nos travaux,
nous avons ciblé la co-expression des IgM et de I’antigéne CD5. Pendant plusieurs années,
il a été difficile de caractériser les lymphocytes B1b du fait de I’absence de marqueurs
spécifiques. Récemment, Wells ez al/ ont montré ’expression du marqueur CD43 a la
surface des lymphocytes B1 spléniques et péritonéaux, optimisant ainsi la détection des
cellules B1b (Wells ez al, 1994).

La figure ci-contre résume I’expression des marqueurs a la surface des lymphocytes
B conventionnels et non conventionnels. L’analyse par cytométrie de flux de cellules

péritonéales doublement marquées (CD5 et IgM) est également figurée.

Phénotype des populations B

Phenotype Designation

cps e B-1a (CD5 *)

cD23 -
igMbrignt gD dull  —— B220/6B2 U —— MACH I — +
CD43 . i
CcDS B-1b (“Sister”)
cp23* .
IgM % — fgDbriet ——_pB220/6B2 bigMt ___ pac - — CD5 - B-2 (Conventional)
CD43 -

Analyse par cytométrie en flux des cellules péritonéales de BALB/c

Les lymphocytes B1 sont

identifiés par un marquage
v IgD modéré et un marquage
IgM fort alors que les B
[ . gM q

conventionnels expriment les
IgD en grande quantité. Le
marquage CD5 sur les Bl
permet de distinguer les Bl
CD5* (B-1a) et les B1 CD5
(B-1b “sister). Analyse en
cytométrie de flux de lympho-
cytes vivants.

f=, [B-1a+B-1b

D'apres Stall et al. CDS5 B cells in development and disease. 1992, 651, p34-35. Ann. N. Y. Acad. Sc.
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1.2. Localisation et migration

Une des différences la plus marquée entre les lymphocytes Bl et les lymphocytes B -
conventionnels est leur distribution anatomique. La ‘détermination de la localisation -des
. cellules B1 a été effectuée par cytométrie de flux pour les lymphocytes B CD5"; pendant
plusieurs années, I’absence- de marqueurs spécifiques pour. les plasmocytes ainsi que la -
difficulté a suivre les B1 "sister" qui-n’expriment ni-le CD5 ni Mac-1 dans. la rate, ont .
conduit a I'utilisation de modéle de souris chiméres irradiées a dose létale et reconstituées -
par des cellules de cavité péritonéale (PerC) de souris d’allotype différent, et de souris
transgéniques (Kroese et al, 1992).

Les lymphocytes B1 sont ségrégués dans la cavité péritonéale (30-40% des cellules
B totales) et dans la cavité pleurale. On en retrouve trés peu dans la rate (<2% chez la
BALB/c) ainsi que dans la plupart- des: ganglions et dans les plaques de Peyer (<1%) bien:
- que 5 a 10% de cellules B CD5" aient €té retrouvés dans les plaques de Peyer de souris
axéniques jeunes (Ike ef al, 1992).

La fréquence des lymphocytes B CD5" augmente de 3 4 4 fois dans les ganglions
drainant la cavité péritonéale tels que les ganglions caudaux, médiastinaux et péri-aortiques
mais elle reste faible suggérant que les cellules B1 migrent, via ces ganglions, vers d’autres

sites.
1.2.1 Localisation anatomique
1.2.1.1. Dans les organes périphériques

La majorité des lymphocytes B dans les organes périphériques tels que la rate, les
ganglions et les plaques de Peyer appartient a la lignée conventionnelle et est regroupée
dans des follicules lymphoides constitués d’un centre germinatif et d’un manteau ou corona,
séparés dans le cas de la rate, d’une zone marginale par un sinus veineux.

Le peu de lymphocytes B CD5" détectés dans la rate des souris chiméres

reconstituées par des cellules péritonéales de souris donneuses, est dispersé dans les
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follicules lymphoides mais également dans :la- zone marginale (Kroese ‘et al, 1989).
- Quelques-uns ont été retrouvés dans le centre germinatif mais le marquage parali¢le -des-
cellules dendritiques ne permet pas de conclure avec certitude de leur présence a cet

endroit.

Malgré la représentation trés faible de ces cellules dans la zone B des organes lymphoides,

de nombreux plasmocytes- portant I'allotype des souris donneuses sont observés dans la .
-pulpe rouge de la rate et dans la medulla-des ganglions. Ces plasmocytes représentent la-
moitié des plasmocytes & IgM dans la rate. Dans les ganglions, ils sécrétent des- IgM et des

IgG. Ainsi, une grande partie des IgM sériques proviennent des cellules B1.

1.2.1.2. Dans la lamina propria

Les muqueuses contiennent la majorité des cellules. productrices- d’anticorps de
I’organisme. ‘Nous avons vu -dans-le chapitre Gut Associated Lymphoid - Tissue que les.
plasmocytes a IgA de la lamina propria -de Vintestin- proviennent ‘de cellules’ précurseurs
induites dans les plaques de Peyer. Les modéles de souris chiméres ou transgéniques.
développés ci-dessous démontrent:que 30 a 40% des plasmocytes 4 IgA de la lamina

propria proviennent de précurseurs B1 présents dans la cavité péritonéale.

Chiméres irradiées (Kroese et al, 1992)

Des souris irradiées a dose létale et reconstituées par de la moélle osseuse de souris
syngéniques ont recu des cellules péritonéales de souris. congéniques d’allotype différent..
Trente a quarante pour cent des plasmocytes a IgA de la lamina propria portent I’allotype

des cellules péritonéales des souris congéniques et ce, 11 mois encore aprés le transfert.

Chiméres néo-natales (Lalor et al, 1989b)

Des souris homozygotes pour leur allotype ont été traitées dés la naissance par un

anti-IgM spécifique de cer allotype. Ce traitement dépléte tous les lymphocytes B,
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conventionnels ou non. En paralléle, les animaux ont regu-des cellules péritonéales de souris-
congéniques. Le traitement anticorps n’affecte pas le développement des cellules B1 a partir
des cellules péritonéales ‘congéniques. A FParrét  du traitement, les - lymphocytes B
conventionnels réapparaissent alors que les lymphocytes B1- des souris receveuses restent
déplétés définitivement. Par contre, 20% des plasmocytes & IgA de la lamina propria portent

Iallotype des cellules péritonéales issues des souris congéniques.

Chimeéres SCID (Severe combined immune deficiency) (Kroese et al, 1995)

Les chiméres sont construites par transfert de cellules péritonéales congéniques chez -
des souris SCID. La souris SCID, du fait d’'une- mutation dans plusieurs génes associés au
systéme de recombinaison, n’a- ni lymphocytes T, ni lymphocytes B ni aucun plasmocyte.
Chez ces chiméres, les cellules B périphériques et les plasmocytes a IgA portent alors
I’allotype des cellules péritonéales congéniques et sont des lymphocytes CD5".

Ces expériences confirment que les cellules B de la cavité péritonéale sont des
cellules B1, qu'elles en conservent le phénotype, méme plusieurs mois aprés le transfert, et

qu’elles repeuplent I’intestin en plasmocytes a IgA.

Souris transgéniques u,x (Kroese et al, 1993)

Des souris transgéniques B6-Sp6u,k, expriment une molécule IgM de souris
BALB/c (Igh-6a) réarrangée, spécifique de I’hapténe TNP, dans un fond génétique de
C57BL/6. Les organes périphériques, rate, ganglions et plaques de Peyer expriment
exclusivement les IgM (Igh-6b) transgéniques alors que 1/3 des lymphocytes B péritonéaux
expriment les IgM endogénes (Igh-6b) et appartiennent a la lignée des B1. La moitié des
plasmocytes a IgA de I'intestin produisent des IgA issues de la commutation isotypique des

IgM endogénes (Igh-6b) et dérivent donc des cellules B1.
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Ces différents modéles confirment que les lymphocytes B1, de part leur localisation
périphérique et intestinale, contribuent non seulement a la production d’IgM mais également

a la sécrétion d’IgA muqueuses.
1.2.2. Migration

La migration des cellules B1 n’est pas bien connue. Cependant, la fréquence plus
importante de lymphocytes B CD5" dans les ganglions drainant la cavité péritonéale,
suggére que ces cellules quittent la cavité péritonéale via ces ganglions et gagnent la
circulation sanguine par le canal thoracique pour rejoindre les sites distants (Kroese ef al,
1992). Une autre voie, mineure, serait le passage par le diaphragme vers la cavité pleurale
comme cela a été décrit pour les macrophages péritonéaux (Pitt et Anderson, 1988).

Cependant, la majorité des cellules CD5" demeure dans la cavité péritonéale.
1.3. Répertoire et réponse B1
1.3.1. Spécificité

Les lymphocytes B1 possédent un répertoire d’anticorps différent des lymphocytes
B conventionnels. Ils produisent une grande partie des IgM sériques, ainsi que des IgG et
des IgA. Les caractéristiques majeures de ces anticorps sont leur large spécificité et leur
faible affinité (Casali et Notkins, 1989). Les cellules B1 reconnaissent les antigénes thymo-
indépendants tels que les a(1-3) dextrans ou le ficoll couplés au TNP, les antigénes de
micro-organismes (Morrissey et al, 1981), les structures répétitives lipopolysaccharidiques
portées par les bactéries (Su et al, 1991) et les épitopes du groupe des phosphatidylcholines
(PtC) (Hayakawa et al, 1984)).
Elles produisent des quantités importantes d’anticorps auto-réactifs, dits "naturels”", qui
reconnaissent des antigénes du soi. Ces auto-anticorps sont principalement dirigés contre
I'ADN simple brin, les globules rouges de souris traités a la Broméléine (anti-BrMRBC)
(Arnold et Haughton, 1992), les thymocytes (Anti-Thymocytes Autoantibodies ou ATA), la
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thyroglobuline et les composants du cytosquelette ou des matrices extracellulaires (Cohen et
Young, 1991). Cette caractéristique leur confére une implication importante dans les
maladies auto-immunes chez 'homme comme chez la souris. Elle sera discutée dans le

paragraphe 2.1.1. Lymphocytes B CD5+ et auto-immunité.

1.3.2. Répertoire

La lignée B1 apparait t6t dans l'ontogénie (voir § Origine et développement) et elle
s'auto-renouvelle & partir de progéniteurs qui portent déja des immunoglobulines dont les
génes sont réarrangés, contrairement aux lymphocytes B conventionnels qui se différencient
de novo a partir de cellules hématopoiétiques pluripotentes. Le répertoire de la lignée B1
s'est établi au contact des antigénes rencontrés dés la vie néo-natale et s'enrichit encore
pendant quelques semaines apres la naissance. I1 persiste chez I'adulte du fait de la capacité
de ces cellules a s'auto-renouveler et surtout parce que les régions variables du géne des
immunoglobulines ne mutent pas, contrairement aux réarrangements fréquents observés
pour les lymphocytes B conventionnels.

De plus, les lymphocytes CD5" ont un nombre restreint de représentation des
chaines VH et VL (utilisation préférentielle des chaines VH11 et VH12 dans le cas des
anticorps naturels murins), ce qui, additionné a l'absence de mutations somatiques,
conferent a la lignée Bl un répertoire "figé" caractérisé par des anticorps polyréactifs et

d'affinité faible.

1.3.3. Réle du CD5

Le CDS5 est une glycoprotéine de 67-kDa exprimée a la surface de tous les
lymphocytes T matures et des lymphocytes Bla. La liaison du CD5 présent a la surface des
lymphocytes T délivre un signal de co-activation et augmente la prolifération induite par le
complexe CD3/TCR ainsi que la production d'IL-2 et la libération de Ca®" intracellulaire
(Alberola-Ila et al, 1992 ; Stanton, 1986 ; June ef al, 1987). D'autres expériences résumées

par Biancone (Biancone et al, 1996) indiquent que le CD5 joue un role important dans la
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transduction des signaux lors des réponses immunitaires dépendantes des lymphocytes T.

Par contre, le réle du CDS présent a la surface des lymphocytes B est moins documenté.

Sa contre-structure : le CD72

La découverte et les études réalisées sur son contre-récepteur : le CD72 présent
exclusivement a la surface des cellules B ont permis de définir l'une de ses fonctions
principales (Van de Velde er al, 1991; Luo et al, 1992). Le CD72 est une protéine
membranaire de 45-KDa de type II, homologue au CD23 et appartenant & la superfamille
des lectine-C. Sa liaison entraine, chez ’homme comme chez la souris, la prolifération des
lymphocytes B traités par un anti-IgM, une augmentation du Ca® intracellulaire suite 3
lactivation de phosphotyrosine-kinases chez ’homme et de phospholipases C chez la
souris, une augmentation de ’expression du CMH classe II en surface et, chez I’homme
uniquement, un accroissement de I’expression du CD23 (Katira et al, 1992).

Les lymphocytes Bla expriment 4 la fois le CD5 et le CD72. Aussi ’engagement réciproque
de ces structures conduit a I’activation des cellules et contribue & leur auto-renouvellement.
Le signal de co-activation engendré par le pontage du CD72 par le CDS5 n’est opérationel
que sur des lymphocytes préalablement activés via leur récepteur B (BCR). (Van de Velde
et Thielemans, 1996). Cette caractéristique confére au CD5 un rdle-clé dans les réponses
thymo-indépendantes (TI). Les antigénes TI-2 sont des antigénes polymériques, souvent
polysaccharidiques, de structure répétitive reconnue par les IgM membranaires
polyspécifiques et de faible affinité des lymphocytes B CD5". Ces lymphocytes présentent
alors les antigénes TI-2 aux cellules B conventionnelles qui expriment un récepteur plus
affin et le CD72. Aussi, le CDS5 présent a la surface des cellules B1 interagit avec le CD72
des cellules conventionnelles et augmente le signal délivré via I’occupation du recepteur B
par l'antigéne (Gordon, 1994). La figure ci-dessous illustre l'interaction T-indépendante
entre cellules B1 et lymphocytes B2 conventionnels.

Il faut noter que cette implication du CD5 dans I’activation des réponses thymo-
indépendantes est confortée par le modéle de souris Xid (X-linked immunodeficiency)

déficientes, indirectement, en lymphocytes B CD5" qui s’avérent incapables de répondre
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aux antigénes TI-2 et dont les lymphocytes B ne sont pas activés suite au pontage des IgM.
Cependant, cette observation indirecte n’est pas confortée par les travaux de Tarakhovsky
et al qui ont construit des souris mutantes n’exprimant pas le CDS5 mais capables d’élaborer

une réponse immune T-dépendante ou T-indépendante (Tarakhovsky ef al, 1994).

Malgré cette derni¢re observation contradictoire, il apparait clairement que les
lymphocytes B CD5" expriment des récepteurs B polyspécifiques et de faible affinité et que
la combinaison de ces récepteurs et du CD5 leur confére un rdle dans les réponses thymo-
indépendantes. Le CD5 définit-il une sous-population B d'origine distincte et de
fonctionnalité particuliére ou alors, est-ce I'engagement des récepteurs B polyréactifs qui
induit I'expression du CD5 ?

Ces deux questions seront discutées dans le § Origine et Développement.

Implication de l'interaction CD5-CD72 dans les réponses B thymo-indépendantes

TI-2 Ag Les lymphocytes B1 expriment des
récepteurs poly-réactifs et le CDS5. Ils
présentent les antigénes thymo-indé-
pendants 2 aux cellules B2 exprimant
le CD72 et un récepteur pour
Iantigéne plus affin que celui des B1.
La fléche indique que I’interaction
entre le CDS sur les B1 et le CD72 sur
les B2 augmente le signal d’activation
délivré aux B2 via le pontage de leur

|
__|
CD5 CD 72 récepteur pour I’antigéne.

D'aprés Gordon, Immunology Today. 1994, 15, 9, p411.

Récemment, Biancore ef al (1996) ont mis en évidence un autre ligand du CD5
diﬁ'e’rent du CD72 : le CD5-ligand. Il est présent a la surface des lymphocytes B et des
clones T helper. Contrairement au CD72, son expression & la surface des lymphocytes B
n'est pas constitutive, le CD5-ligand apparait une fois les voies de signalisation du CD3 et

du CD28 engagées par leur contre-structure présente sur les lymphocytes T. L'interaction
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CD5 ligand(B)-CD5(T) jouerait un rdle co-stimulateur lors des réponses immunes T-

dépendantes.

Les lymphocytes CD5" en tant que Cellules Présentatrices de I’Antigéne

La présence du CDS5 a la surface des cellules B leur confére des capacités a présenter
l'antigéne, supérieures a celles des lymphocytes conventionnels ou des lymphocytes B1b. Le
pontage du CD5 par un anticorps entraine une augmentation de la présentation des
antigénes aux cellules T alors que, a I'opposé, les fonctions de présentation d’antigéne des
lymphocytes B de souris déficientes en B CD5" (Xid) sont trés réduites (Zimecki et al,
1994).

L’engagement du CD5

Le CD5 et le récepteur B sont physiquement associés sur les lymphocytes Bl
(Lankester et al, 1994 ; Jamin ef al, 1996) et I’engagement du CD5 va prolonger la
prolifération des B préalablement activés via le recepteur B et la présence d’IL-2.

Au contraire, sur les lymphocytes B1 auto-réactifs, la présence du CDS5 induit ’apoptose
des lymphocytes dont le recepteur B a fixé des auto-antigénes empéchant ainsi I’expansion

de clones auto-immuns (Bikah, 1996).
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1.4. Origine et développement

L'origine des lymphocytes B1 a été largement débattue suite a l'identification du
marqueur CD5 sur les lymphocytes B humains et murins. Le fait que, pendant longtemps, ce
marqueur ait été le seul permettant d'identifier les cellules B1 et que son expression soit
inductible, in vitro, suite a I'engagement du récepteur B par des antigénes T-indépendants
(Cong et al, 1991), a joué en défaveur d'une origine et d'une lignée distinctes . Selon Wortis
et al, l]a méme lignée de lymphocytes B peut répondre d'une maniére T-indépendante ou T-
dépendante, selon la voie de différentiation initiée par le contact avec 'antigéne, et exprimer
ou non le CD5 (Wortis et al, 1992). Malgré ces observations, de nombreux arguments
convergeants supportent l'existence de trois lignées B indépendantes donnant chacune
naissance aux lymphocytes conventionnels, aux lymphocytes Bla et aux lymphocytes B1b
(Kantor et al, 1992).

1.4.1. Origine

L'hématopoiese permet de conserver I'homéostasie des populations cellulaires du
systéme immunitaire. Elle commence trés t6t, pendant la vie embryonnaire dans le foie du
foetus puis se poursuit tout au long de la vie dans la moélle osseuse. Des cellules souches
pluripotentes, présentes dans la moélle osseuse de l'adulte et dans le foie du foetus, donnent
naissance a des progéniteurs hématopoiétiques tels que les cellules souches myéloides et les
cellules souches lymphoides. Les cellules pluripotentes myéloides engendrent les
mégacaryocytes, les érythrocytes, les granulocytes et les monocytes ; les cellules souches
lymphoides donnent naissance aux lymphocytes B et aux lymphocytes T conservant ainsi

I'équilibre des populations lymphocytaires.
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Hématopoiése dans la moélle osseuse

Cellule souche Progéniteurs Descendance
pluripotente pluripotents
—» Mégacaryocytes
- Erythrocytes
/ ——————— Granulocytes

—— - Monocytes

\ @ —» Lymphocytes B
p Lymphocytes T

Lymphopoiese B
ProB sigM- ——» ProB Tdt ——p PréB clgM" ——p- PréB clgM®

Tdt = terminal transferase

1.4.1.1. Le foie foetal, une source de lymphocytes B1

Les arguments les plus marquants en faveur d'une origine distincte pour les
lymphocytes B1 proviennent des expériences de reconstitution de souris irradiées, réalisées
par K. Hayakawa (Hayakawa et al, 1985). Le transfert de moélle osseuse ou de splénocytes
de souris adulte reconstitue tous les lymphocytes B de la rate des animaux irradiés mais ne
permet pas de restaurer la population de lymphocytes Bla, alors qu'a l'opposé, si le foie ou
la rate proviennent d'animaux nouveau-nés, la reconstitution des souris irradiées est totale.
Cette incapacité a restaurer les lymphocytes Bla lorsque I'on transfére de la moélle osseuse
de souris adulte, supporte une source distincte pour ces lymphocytes et indique que les
organes de souris adultes ont perdu les progéniteurs capables d'engendrer les lymphocytes B
CD5".

Hardy démontre clairement que les lymphocytes pro-B (lymphocytes ayant initié le
réarrangement de la chaine lourde de leurs immunoglobulines) du foie foetal suivent un
programme de développement différent des progéniteurs présents dans la moélle osseuse
d'animaux adultes et qu'ils donnent naissance a des cellules B exprimant le CD5 et trés peu

les IgD alors que, les progéniteurs de la moélle osseuse se différencient en lymphocytes
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conventionnels CD5™ exprimant de fagon intense les IgD (Hardy et Hayakawa, 1991 ;
1992).

1.4.1.2. L'omentum foetal, un site enrichi en précurseurs de cellules B1

L'omentum est une membrane mésentérique richement vascularisée qui apparait,
chez 'homme, dés la quatriéme semaine de gestation. Il représente une source embryonnaire
importante de lymphocytes Bla et Blb mais pas de lymphocytes B conventionnels
(Solvason et al, 1991, 1992). La greffe d'omentum ou de foie provenant de foetus de 13
jours chez des souris SCID a permis de montrer la reconstitution exclusive des populations
B1 par l'omentum, et la reconstitution des cellules B conventionnelles et B1 par le foie
foetal. De plus, les animaux greffés avec l'omentum présentent également des plasmocytes a
IgA et a IgM dans lintestin et dans la rate dont l'haplotype est identique & celui de
I'omentum du donneur.

Ces expériences démontrent que les lymphocytes B1 mais pas les lymphocytes
conventionnels sont générés dans 'omentum foetal.

L'omentum et le foie foetaux sont donc deux sources majeures de production de
lymphocytes B1. Quelle relation existe-t-il entre ces deux sites ? Solvason et al (1992)
pensent que les précurseurs migrent d'un site a l'autre ou bien qu'ils sont générés
indépendamment dans chacun des deux sites par le tissu mésodermique qui borde l'omentum

et la cavité péritonéale ou par les cellules mésothéliales du foie.

1.4.1.3. La moélle osseuse, source de lymphocytes B conventionnels et de lymphocytes

B1b

La population de lymphocytes B1b peut étre reconstituée a partir du foie foetal ou
de lomentum. Des expériences de transfert adoptif de lymphocytes CD5* ou de
lymphocytes CD5" ont montré que chaque population se reconstitue elle-méme, au regard de
son marqueur CD3, ce qui tend & prouver que ces deux populations ne sont pas simplement

en équilibre mais qu'elles procédent d'un développement distinct (Stall et al, 1992).
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L'origine distincte de ces deux populations B1 est confortée par la présence de progéniteurs
pour les lymphocytes B1b mais non pour les lymphocytes Bla dans la moélle osseuse (Lalor
et al, 1989, Kantor et al, 1992). La moélle osseuse élabore donc, chez l'adulte, des
progéniteurs pour les lymphocytes B conventionnels et des progéniteurs pour les

lymphocytes B1b.

1.4.2. Développement

1.4.2.1. Deux voies de développement pour les lymphocytes B

Une des caractéristiques majeures des lymphocytes B1 par rapport aux lymphocytes
B conventionnels est leur génération a partir de progéniteurs foetaux. Stall et al.(1996) ont
proposé deux voies de développement distinctes pour les lignées B afin de concilier l'origine
différente des lymphocytes B1 et la signalisation via les récepteurs pour l'antigéne. Les
lymphocytes B1 sont issus d'une lignée de type foetal alors que les lymphocytes
conventionnels dérivent de la lignée foetale ou de la lignée de type adulte. Les lymphocytes
issus de ces deux types d'ontogénie subissent une sélection positive ou négative au cours de
lacquisition de leur répertoire, au contact des antigénes rencontrés. Ainsi, dans le
développement de type foetal, les lympocytes B qui ont une affinité trop forte pour
l'antigéne sont éliminés afin d'éviter les réactions d'auto-immunité ; si I'affinité est faible, les
progéniteurs vont se différencier en cellules Bl. En l'absence de réactivité, ils se
différencieront en lymphocytes conventionnels ou mourront. Dans le développement a partir
du type adulte, les lymphocytes conventionnels sont délétés s'ils réagissent avec des
antigénes du soi ou alors ils entament leur maturation et sont sélectionnés positivement au

contact d'antigénes exogenes (Stall ef al, 1996).
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Deux voies de développement pour les lymphocytes B

Voie de développement de type foetal Signaux B matures

Antigéne exogéne/
-Antigéne du soi

faible affinité - B1

B .
—P '—-> < haute affinité B T

pas d ’affinité - B conventionnels

Voie de développement de type adulte

. B P .
——> — Y pas d ’affinité - B conventionnels
affinité

quelconque - T

D'apres Stall et al. Seminars in Immunology. 1996, 8, p53.

1.4.2.2. Renouvellement

Les expériences de transfert adoptif réalisées par Hayakawa (§ Origine) montrent
que les lymphocytes B1 sont générés tres tot dans I'ontogénie. On trouve les progéniteurs
de ces cellules pendant la vie foetale et quelques semaines encore pendant la vie néo-natale
ensuite, la lymphopoiése a lieu dans la moé&lle osseuse qui ne contient pas de précurseurs
pour les lymphocytes Bla. Etant donné que 50% des plasmocytes de la rate et de l'intestin
dérivent des lymphocytes B1, ces cellules doivent se renouveler de fagon active.

La cavité péritonéale est un réservoir de lymphocytes B1 qui expriment des IgM
dont la chaine lourde est réarrangée. Ce sont ces lymphocytes Ig* dont le répértoire a été
sélectionné pendant la vie foetale et néo-natale, qui maintiennent la lignée B1 durant toute la
vie de l'individu (Hayakawa et al, 1986). Le maintien de cette population lymphocytaire ne
se fait donc pas & partir d'une cellule progénitrice Ig", comme dans le cas des lymphocytes B
conventionnels, mais d'un "pool" de lymphocytes qui s'auto-renouvellent ( Hayakawa et al,
1986 ; Forster et Rajewsky, 1987). Alors que les lymphocytes B1 sont & l'origine d'un trés
grand nombre de plasmocytes dont la demi-vie n'excéde pas 3 & 5 jours, le taux de

prolifération des lymphocytes B1 est trés faible dans la cavité péritonéale indiquant que ces
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lymphocytes doivent se diviser intensément en dehors de la cavité péritonéale (Deenen et

Kroese, 1992).

Tableau récapitulatif

Populations B Ontogénie Renouvellement Localisation chez
I'adulte
Bla Vie foetale et néo- | Auto-renouvellement | Cavités péritonéale et
natale, B Ig' de la cavité pleurale
péritonéale
B1b Vie foetale, néo-natale | Pro-B Ig" de la moélle | Cavités péritonéale et
et adulte, osseuse pleurale
B conventionnels Vie néo-natale et | Pro-B Ig" de lamoélle | Rate et ganglions
adulte osseuse

1.4.2.3. Controle du développement

Il existe un rétro-contrfle négatif du développement des lymphocytes Bl. La
présence de lymphocytes B1 matures inhibe le développement des cellules, qu'elles dérivent
de progéniteurs foetaux Ig” ou de cellules matures Ig* de la cavité péritonéale. Le contrdle
du développement des lymphocytes Bl par une méme population mature permettrait de
restreindre l'expansion des lymphocytes non conventionnels aux seules cellules qui se sont

développées durant la vie foetale et néo-natale (Lalor ef al, 1989a, 1989b).

1.4.3. Du foetus a I'adulte : un systéme immunitaire évolutif

Les travaux présentés dans les paragraphes précédents mettent en exergue des
différences importantes entre le systéme immunitaire du foetus et celui de l'adulte. Ces
différences s'inscrivent dans une dynamique de développement pendant laquelle le nouveau-
né acquiert petit a petit les caractéristiques du systéme immunitaire adulte tout en

conservant 4 vie la fonctionnalité des lymphocytes B CD5".
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1.4.3.1. Caractéristiques des lymphocytes foetaux

Lymphocytes B

Les lymphocytes B foetaux expriment tous le CDS5 et ont un répertoire plus limité
que le répertoire des lymphocytes B adultes. Une source de diversité dans le répertoire des
lymphocytes B provient des multiples associations possibles au niveau des sites de jonction
des différents segments de géne qui composent le géne des immunoglobulines. Cette
variabilité est encore accrue par I'addition de nucléotides, appelés Région N, aux sites de
jonction. Ces nucléotides sont ajoutés grace a une enzyme, la terminal deoxynucleotidyl
transferase ou TdT. Une caractéristique des lymphocytes Bl foetaux est l'absence ou
l'utilisation rare de ces régions N par rapport aux lymphocytes adultes. Au stade Pro-B, ils
n'expriment pas la terminale transférase (Li et al, 1996). Pendant encore plusieurs semaines
aprés la naissance, 60 & 80% des lymphocytes Bla n'ont pas de région N mais une fois
adulte, les 2/3 des lymphocytes Bla ont acquis la capacité de l'insérer. Ainsi, chez le foetus,
les progéniteurs présents dans 'omentum ou le foie donnent naissance aux lymphocytes Bl
qui n'utilisent pas les régions N. Aprés la naissance, les progéniteurs générent des
lympocytes B1 aux capacités d'auto-renouvellement qui commencent & utiliser les régions
N, et les lymphocytes B conventionnels émergent. Pendant la vie adulte, I'expansion de
nouvelles cellules B1 est séverement contrdlée par la population B1 en place et le répertoire
est fixé. Les lymphocytes B2 sont sélectionnés et ont un répertoire diversifi€.

Une autre différence entre lymphocytes B foetaux et lymphocytes adultes concerne
I'expression des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe IT (CMH II) et
définit les deux lignées de développement illustrées dans le paragraphe 1.4.2.
Développement. L'expression des molécules I-A et I-E du CMH II est retardée sur les
lymphocytes pré-B issus des progéniteurs B foetaux par rapport a leurs homologues de la
moélle osseuse. Ces molécules apparaissent bien aprés l'expression membranaire du
récepteur B définissant le développement de type foetal alors qu'elles sont présentes plus t6t
pour les lymphocytes B conventionnels et sont une caractéristique du développement de

type adulte (Hayakawa et al, 1994 ; Stall et al, 1996). Le développement de type foetal
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n'est pas uniquement restreint a la période de vie intra-utérine mais se prolonge au dela d'un

mois apreés la naissance (Lam et Stall, 1994).

Lymphocytes T

Les différences entre le systéme immunitaire foetal et adulte ne concernent pas
uniquement les lymphocytes B mais s'illustrent dans le développement des lymphocytes T.
Tkuta et al (1992) montrent la prédominance de lymphocytes T V,3+ et Vy4+ pendant la vie
foetale et I'absence de ces populations dans le thymus de l'adulte. Le développement de ces
lymphocytes nécessitent le micro-environnement du thymus foetal et a lieu a partir d'une
cellule souche hématopoiétique pluripotente du foie foetal.

Ces informations permettent de concevoir un modele de développement potentiel
pour les cellules des systémes immunitaires foetal et adulte & partir d'une cellule souche

pluripotente.

Modéle de développement des systémes immunitaires foetal et adulte

Foie foetal TV,+ Les cellules souches
Cellule soy?he > TV,+ pluripotentes présentes chez
hématopoiétique BlaetBlb le foetus engendrent des
foetale Erythrocytes foetaux cellules de type foetal ou B

non conventionnels mais
également des cellules de
type adulte. Par contre, les

v Ty cellules pluripotentes de la
Moélle osseuse T op moélle osseuse ont perdu
Cellule souche . d ies de différentiati
hématopoiétique | B conventionnels et B1b| | des voies de diticrentiation
adulte Erythrocytes adultes et n’engendrent que les
Cellules myéloides cellules de type adulte.

D'apreés Ikuta et al. CD5 B cells in development and disease. 1992, 651, p30. Ann. N. Y. Acad. Sc.

Le répertoire fixé des lymphocytes B1, contrairement a celui des lymphocytes B2,

issus de la moélle osseuse dont les génes des immunoglobulines sont constamment
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réarrangés, ainsi que leur capacité d'auto-renouvellement assurent une trace des événements
antigéniques rencontrés par le systéme immunitaire pendant le développement foetal et néo-

natal.
1.4.4. Les lymphocytes B1 macrophages : une lignée hérétique ?

Au cours de l'ontogénie du systéme immunitaire, les progéniteurs des macrophages
et des lymphocytes B se sbnt séparés trés précocément en cellules pluripotentes myéloides
et Iymphoides. Borello et Phipps (1996) rapportent l'existence de lymphocytes B CD5"
exprimant le marqueur B220 et des IgM réarrangées a leur surface et présentant les
caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des macrophages telles que la
phagocytose et l'adhérence. Ces lymphocytes B CD5" macrophages enfreignent les schémas
connus de I'nématopoiése car ils conservent les propriétés de deux types cellulaires distincts
qui ont divergé trés tét pendant l'ontogénie. De telles observations avaient déja été
rapportées pour des cellules Bla malignes mais il a fallu attendre les travaux de ces auteurs
pour montrer la capacité des cellules B1 normales a se différencier en macrophages dans un
milieu conditionné. Ainsi, le schéma de I'hématopoiése présenté dans le § 1.4. Origine et
Développement peut étre complété par un précurseur commun des lymphocytes Bl et des

macrophages, présent dans le foie foetal (Cumano et al, 1992).
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Un progéniteur ancestral des lymphocytes B CD5 * et des macrophages

Macrophages
Lymphocytes B1
Lymphocytes T

Foie Progéniteurs Descendance
foetal pluripotents
P Mégacaryocytes
p Erythrocytes
/ —— > Granulocytes
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_>
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La différentiation des lymphocytes B1 vers un phénotype de B macrophages est
bloquée complétement par l'addition d'IFN-y et n'est pas inhibée par les cytokines Th2. Ces
propriétés permettent de proposer une hétérogénéité dans les populations de macrophages.
Les macrophages "conventionnels" fonctionnent de fagon optimale dans un environnement
Thl qui permet leur recrutement, l'expression de molécules co-stimulatrices et augmente
leur propriétés effectrices dans le contexte de limmunité a médiation cellulaire. Le
développement des B macrophages dans un contexte Th2 leur permet de se substituer aux
macrophages "conventionnels”, normalement défavorisés dans certaines pathologies
allergiques ou parasitaires. De plus, les B/macrophages peuvent présenter de maniére
efficace l'antigéne aux cellules T et induire une immunité humorale (Bretz et al, 1992).
L'expression du CD5 leur permet également d'interagir avec d'autres cellules B.

La spécificité des lymphocytes B1 pour les antigénes du soi et les bactéries ainsi que
la plasticit¢ de ces lymphocytes macrophages en font une composante trés importante
pendant la vie foetale ou néonatale et dans I'immunité intestinale ou prédominent les cellules

primitives telles que B CD5" et lymphocytes T 3.
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2. Les lymphocytes B1 dans 'immunité
muqueuse

2.1. Auto-immunité et immunité muqueuse

Pour éviter le développement des maladies auto-immunes, le syst¢me immunitaire
des mammiféres a développé de nombreux mécanismes tels que le contrdle des populations
T et B auto-réactives et celui de la production d’anticorps naturels.

De nombreux micro-organismes et parasites portent des épitopes communs aux antigénes
du soi et pourraient ainsi favoriser 1’émergence de maladies auto-immunes. Le systéme
immunitaire met en place des mécanismes de délétion clonale ou d’anergie des cellules auto-
réactives susceptibles de proliférer mais également un réseau actif de régulation de ces

populations (Cohen et Young, 1991) afin d’éviter les situations pathologiques.
2.1.1. Lymphocytes B CD5" et auto-immunité

Chez les mammiferes, les lymphocytes B CD5" prédominent pendant la vie foetale et
néo-natale et sont importants pour la mise en place du répertoire T et B. Quelques semaines
apres la naissance, leur nombre diminue parallélement a leur contribution a la réponse
immunologique.

Cependant, la réapparition d’un nombre important de cellules B CD5" chez des
patients atteints de maladie auto-immune (MAI) est trés souvent associée aux
manifestations pathologiques de ces affections. De plus, il existe bien souvent une
association entre leucémie lymphocytaire chronique, lymphome B et auto-immunité. Aussi,
chez 'homme, en plus de facteurs génétiques prédisposant au développement de MAI, on
retrouve de fagon quasi permanente cette association entre la présence d'un nombre
important de lymphocytes CD5” et de leurs anticorps associés, ét I’anémie hémolytique, le
syndrome de Sjogren ou Darthrite rhumatoide. Par contre, dans le cas du lupus
érythémateux systémique, il n’y a pas d’augmentation du pourcentage des CD5" (Casali et

al, 1989).
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Les lymphocytes B1 sécrétent des auto-anticorps d’isotype IgM or, dans le cas de la
polyarthrite rhumatoide, on a pu détecter des anticorps d’isotype IgG de haute affinité
produits par ces cellules. Casali et Ikematsu montraient pour la premiére fois un géne VH
hypermuté chez les lymphocytes CD5™ (Ikematsu et al, 1992). Cette propriété
d’hypermutation des génes des chaines lourdes des immunoglobulines a été confirmée dans
le modéle murin NZB (souris qui développe spontanément une anémie hémolytique en
vieillissant) ou la commutation des anticorps d’isotype IgM a IgG anti-ADN s’effectue
parallélement a la perte du marqueur CDS5 (Shirai ef al, 1992).

Chez la souris, I'implication des lymphocytes B1 dans l'auto-immunité a été revélée
par leur capacité a produire des anticorps dirigés contre des composants des globules
rouges traités a la Broméléine (BrMRBC) (Arnold et Haughton, 1992). L'épitope, mis a
jour suite au traitement protéolytique, appartient a la famille des phosphatidylcholine. La
distribution des cellules anti-BrMRBC suit celle des lymphocytes B1, aussi sur 30% de
cellules B CD5" de la cavité péritonéale, 10 % produisent des auto-anticorps (Mercolino et
al, 1988). Cette spécificité est le produit du réarrangement génique VH11 et VH12.

Les lymphocytes CDS5" sécrétent également des anticorps dirigés contre les

gangliosides des thymocytes (ATA).

Le modele des souris transgéniques exprimant des auto-anticorps anti-globules rouges

(anti-RBC tg) (Okamoto et al, 1992)

Le modeéle de souris transgéniques exprimant des anticorps anti-globules rouges,
établi par Murakami et Honjo, s'est révél¢ trés utile pour confirmer l'implication des B CD5"
dans l'auto-immunité et il permet de comprendre la relation entre lymphocytes B1, auto-
immunité et immunité muqueuse (Murakami et Honjo, 1995, 1996).

Cinquante pour cent de ces souris souffrent naturellement de maladie hémolytique
imputable a la production d'anticorps anti-globules rouges par les lymphocytes CD5".

Chez ces animaux, tous les lymphocytes B périphériques sont tolérants aux antigénes de
globules rouges. Si l'on injecte par voie systémique des globules rouges a ces souris, les

lymphocytes périphériques subissent une délétion clonale cependant que les lymphocytes B1
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de Ia cavité péritonéale, non confrontés aux globules rouges, en sont préservés. L'injection
des globules rouges dans la cavité péritonéale entraine 'apoptose des cellules CD5'. La
délétion des tymphocytes B1 par cette voie, améliore I'état de santé des souris et diminue la
production d'auto-anticorps confirmant ainsi l'implication des lymphocytes B CD5" dans

I'auto-immunité.

2.1.2. Auto-immunité et immunité muqueuse

Les lymphocytes Bl péritonéaux communiquent avec le GALT

L'analyse du compartiment muqueux intestinal des souris anti-RBC Tg ne montre
que trés peu de lymphocytes B dans les plaques de Peyer et les ganglions mésentériques,
parallélement & un nombre normal de cellules T dans ces organes.

A Topposé, les nombres de lymphocytes Bl de la lamina propria et de la cavité
péritonéale sont normaux démontrant donc que les cellules B1 ont échappé a la délétion
clonale et se déplacent entre ces deux compartiments sans passer par les plaques de Peyer

(Murakami et Honjo, 1996).

Les bactéries entériques activent les lymphocytes Bl et déclenchent l'anémie hémolytique

auto-immune

Les souris anti-RBC Tg ne développent pas d'anémie lorsquelles sont élevées en
conditions d'aseptie. Dans des conditions d'élevage conventionnelles, 50% des animaux
souffrent d'anémie hémolytique auto-immune. Le développement de la maladie auto-
immune est li¢ & la présence de lipopolysaccharides bactériens qui activent de fagon
polyclonale les lymphocytes B1 de la cavité péritonéale et de l'intestin, et déclenchent la

production d'auto-anticorps (Cf figure ci-dessous).
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Modeéle des souris transgéniques produisant des auto-anticorps anti-globules
rouges (anti-RBC Tg)

Délétion des B dans Les B1 survivent dans
Les lymphocytes B sont délétés
Rate Cavité péritonéale dans tous les compartiments et
Moélle osseuse Lamina propria seuls les lymphocytes Bl restent
. présents dans la cavité péritonéale
Ganglions et I’intestin, sites exempts du
Plaques de Peyer contact avec les globules rouges.
Le contact intra-péritonéal avec
les globules rouges déclenche
r . ’ . I’élimination clonale des lympho-
Prévention de PATHA Induction de PATHA cytes B1 alors que le LPS des
bactéries entériques les active et
déclenche la production d’auto-
anticorps, soulignant la relation
directe entre le systéme im-
Elimination des B1 Activation des B1 suite munitaire muqueux, les lympho-
par injection IP de GR Jo+> 3 I’administration orale LPS || cytes Bl et autoimmunite.

D'aprés Murakami et Honjo, Seminars in Immunology. 1996, 8, p4.

Ainsi, les lymphocytes B1 peuvent étre activés par des agents infectieux et produire
des anticorps dirigés contre le pathogéne et/ou des auto-anticorps. Cette association entre
auto-immunité et infection peut étre expliquée par la polyspécificité des anticorps produits
par les cellules B CD5" ou par les similarités antigéniques entre les agents infectieux et les
auto-antigénes. Cohen et Young sont en faveur de cette derniére hypothése (Cohen et
Young, 1991). Pour ces auteurs, les antigénes du soi sont des antigénes dominants de part
leur place au coeur d'un réseau de lymphocytes auto-réactifs dont I'expansion est régulée
par d'autres lymphocytes régulateurs. De la pré-existence d'un tel réseau contrdlant 1'auto-
immunité, découle la reconnaissance préférentielle d'antigénes exogénes présentant des

similarités avec le soi par rapport a d'autres antigénes.
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Réseau de lymphocytes contrélant l'auto-immunité et induisant une immunité anti-
microbienne active

Lymphocyte T conservé sur le pathogéne, par
auto-immun

) @ e Des lymphocytes B auto-immuns
@ NS . ' - reconnaissent un épitope du soi

Q Réponse leurs auto-anticorps. Ils vont
auto-immune présenter 2 la fois I’épitope du
- i contrdlée soi conservé et les épitopes
étrangers.

Apprét d& v

; La reconnaissance par des
Lymphocyte B \ I’antigén: P
4

CMH classe It auto-anticorps et la présentation
Lymphocyte T de ses antigénes placent le
pécifique du pathogéne au coeur d’un réseau
pathogéne de cellules T qui se régulent
Réponse A
entre elles et contrélent

anti-pathogéne | pue0 immunité (---). Les
E‘i] active

antigénes propres au pathogéne

auto-immun

Antxg,ér.le conservé' sont reconnus par des

A\ épitope du soi lymphocytes T spécifiques qui

@ ¢pitope propre déclenchent une réponse active
au pathogéne dirigée contre le pathogéne.

D'aprés Cohen et Young, Immunology Today. 1991, 12, p105.

2.2. La cavité péritonéale, un réservoir de plasmocytes a
IgA pour l'intestin

La cavité péritonéale et le péritoine ne sont pas seulement des limites physiques sous
contenant différents organes. Il existe au sein de la cavité péritonéale des mécanismes de
défense immunitaires naturels qui permettent la neutralisation des bactéries 'activation du
complément et la phagocytose par les leucocytes et les macrophages. En plus de ces
mécanismes de défense naturels ou "innés", la cavité péritonéale peut générer une réponse
immune spécifique & l'aide de lymphocytes B et T et intéragir avec le tissu lymphoide
muqueux associé a l'intestin (GALT). Le développement de mécanismes de défense actifs
dans la cavité péritonéale conjointement 4 la possibilité d'induire une réponse IgA sécrétoire
dans l'intestin aprés immunisation intra-péritonéale font de cette cavité un organe lymphoide

a prendre en considération dans I'immunité des muqueuses.
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2.2.1. Le tissu lymphoide associé au péritoine (PALT) : un organe

lymphoide secondaire ?

Les cellules de la cavité péritonéale forment une population hétérogene. Chez le rat,
les cellules dendritiques et les lymphocytes ne représentent que 10% des cellules de la cavité
péritonéale, les macrophages en constituent 70%, le reste correspond aux granulocytes et
aux mastocytes. Au cours d'infections microbiennes (ou aprés immunisation intra-
péritonéale), ces populations évoluent a la fois quantitativement et qualitativement et vont

permettre, en plus du systéme du complément, d'éliminer les bactéries et les pathogénes.

2.2.1.1. Les mécanismes de défense naturels

Les défenses anti-bactériennes de la cavité péritonéale sont liées d'une part, a la
production d'anaphylatoxines C3a et C5a relarguées au cours de l'activation du complément.
Ces substances sont induites par la présence de produits bactériens et I'inflammation qui en
résulte. D'autre part, le nombre de leucocytes et macrophages de la cavité péritonéale
augmente de fagon trés importante, en réponse d un stress ou a une infection. Ces
macrophages, une fois activés, présentent des capacités effectrices envers les agents
pathogénes tels que Candida ou Leishmania (Roitt et al, 1993). La libération de substances
vasoactives par les mastocytes ainsi que le complément qui recrute les macrophages vont
promouvoir la phagocytose des bactéries et entrainer la clairance bactérienne de la cavité
péritonéale.

L'existence de pores dans le péritoine au niveau du diaphragme permet une communication
entre la cavité péritonéale et les canaux lymphatiques thoraciques. Ces pores assurent une
absorption rapide des bactéries et de leurs toxines et entrainent la dissémination des produits

pathogénes et l'activation du systéme immunitaire.



Introduction — Lymphocytes Bl 99

Ly

WLz y

2.2.1.2. Les mécanismes de défense spécifiques \ .

Les "Milky spots"

Au niveau de l'omentum, dans les zones périvasculaires, il existe des agrégats
cellulaires ou "Milky spots" composés a l'état basal de 70% de macrophages, de 10% de
lymphocytes B et 10% de lymphocytes T et de mastocytes (Krist et al, 1995). Au cours
d'infections, le nombre et la taille de ces agrégats augmentent trés fortement et quelques uns
vont développer un centre germinatif et conduire a la production d'anticorps (Shimotsuma
et al, 1989). Cependant, cette notion est nuancée par les travaux de Krist er al (1995) et
Van Vugt et al (1996) qui montrent que ces infiltrats périvasculaires, bien que développant
des zones B et T lors d'infections bactériennes, ne peuvent pas étre considérés comme des
organes lymphoides secondaires au méme titre que la rate, les ganglions ou le GALT
puisqu'il n'existe pas de cellules interdigitées ou de cellules folliculaires dendritiques au sein
de ces structures. Les "Milky spots" sont donc uniquement des sites de prolifération et de
maturation locales pour les macrophages et les lymphocytes B activés dans la cavité
péritonéale. Ils jouent un rdle important dans la clairance des bactéries de la cavité

péritonéale.

Les lymphocytes péritonéaux

La cavité péritonéale renferme une concentration de lymphocytes dont le phénotype
est rare dans le sang ou les organes lymphoides secondaires. Ce sont, en majorité, des
lymphocytes non conventionnels dont le développement est indépendant du thymus ou de la
moélle osseuse.

Plusieurs sites de différentiation extrathymique existent chez la souris (Abo et al,
1993). Du foie, des régions intra-épithéliales de lintestin et de I'omentum dérivent des
lymphocytes T a propriétés distinctes des lymphocytes T différentiés dans le thymus. Il
existe une fréquence importante de lymphocytes T dont le récepteur T est constitué des

chaines y 8 (>17%) et de cellules T auto-réactives. De plus, la majorité des lymphocytes T

i
—

-
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sont CD8" et expriment 'homodimére CD8o'B’. Quatre vingt douze pour cent des
lymphocytes CD4"™ et CD8" de la cavité péritonéale portent le marqueur CDw60,
caractéristique des fonctions auxilliaires des lymphocytes T (Hartmann et al, 1995).
Birkohofer et al (1996) montrent, au niveau clonal, une fréquence importante de
lymphocytes CD8" de type helper 2. Ces lymphocytes CD8" produisent de 1TL-4 et de ITL-
5, ont des fonctions cytolytiques trés réduites et induisent la synthese d'IgG et d'IgA par les
lymphocytes B.

Trente a quarante pour cent des lymphocytes B de la cavité péritonéale sont des
lymphocytes Bla et Blb et expriment le marqueur de macrophages CD11b. Ces
lymphocytes produisent des taux importants d'IgM et d'auto-anticorps et donnent naissance
a la moitié des plasmocytes & IgA de lintestin. Il existe actuellement des évidences
(discutées dans le §...), de mutations somatiques dans le géne des immunoglobulines de ces
lymphocytes suggérant qu'ils réarrangent leurs génes au contact de l'antigéne et tendent vers

une réponse spécifique.

L'ensemble de ces informations permet de considérer la cavité péritonéale comme un
tissu lymphoide tertiaire qui, en dehors d'infections microbiennes ou de traumatisme
chirurgical, ne contient que peu de lymphocytes et un taux basal de macrophages. En cas
d'inflammation, ce tissu lymphoide offre un micro-environnement propice a un recrutement
cellulaire intense. Les lymphocytes y sont générés en grand nombre et les leucocytes s'y
relocalisent grace aux molécules d'adhérence exprimées par l'endothélium et les cellules
mésothéliales du péritoine (Bevilacqua et al, 1989 ; Lesley et al, 1993). Le tissu lymphoide
associé au péritoine assure également une dissémination des cellules péritonéales ayant
rencontré l'antigéne via les ganglions parathymiques et les ganglions trachéaux. De plus, ce
tissu est en relation étroite avec le tissu lymphoide muqueux associé a l'intestin. Sminia et al
(1995) ont suivi la migration de cellules péritonéales fluorescentes et montrent la
relocalisation des cellules dendritiques et des macrophages péritonéaux dans les plaques de
Peyer. Ces cellules présentent donc l'antigéne rencontré au niveau péritonéal dans un site

majeur d'induction d'une réponse IgA de haute affinité. -
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2.2.2. Les lymphocytes B1, source de plasmocytes a IgA dans I'intestin

L'association entre les lymphocytes péritonéaux et le GALT est particuliérement
bien illustrée lors d'immunisation intrapéritonéale. En effet, 'administration d'antigénes par
voie intrapéritonéale est une des meilleures voies pour induire une réponse IgA dans
I'intestin associée a une réponse systémique. Ce phénoméne est expliqué par les travaux de
Kroese démontrant l'origine péritonéale de la moitié des plasmocytes a IgA de la lamina

propria.

2.2.2.3. Les cellules B1, source de plasmocytes a IgA intestinaux

Plusieurs modeéles expérimentaux décrits en partie dans le paragraphe Localisation

anatomique ont permis de démontrer que les lymphocytes B1 de la cavité péritonéale sont
des précurseurs de plasmocytes a IgA. La construction de souris chiméres reconstituées,
apres irradiation, par de la moélle osseuse et des cellules de la cavité péritonéale démontre
l'origine péritonéale de 50% des plasmocytes de la lamina propria (Kroese et al, 1992). Plus
tardivement, d'autres expériences ont confirmé ces résultats. Ce sont des expériences de
transfert adoptif de cellules péritonéales ou de lymphocytes Bl chez les souris SCID
(Kroese et al, 1995). La reconstitution de souris CBA/N Xid déficientes en cellules B1 par
des cellules péritonéales enrichies ou déplétées en lymphocytes CD5* démontre la
participation des lymphocytes B CD5" dans la production d'IgA intestinales suite 4 une
immunisation par Salmonella typhimurium (Pecquet et al, 1991).
La transplantation d'omentum foetal chez la SCID permet également de repeupler l'intestin
en cellules B1 (Solvason et al, 1991). L'analyse des souris transgéniques B6-Sp6p,k révéle
que l'expression des IgM et IgA endogénes est restreinte aux cellules B1 (Kroese et al,
1993).

L'ensemble de ces travaux apportent de nombreuses évidences de la contribution des
cellules Bl au tissu lymphoide associé a lintestin. L'origine péritonéale et non
conventionnelle de 50% des plasmocytes a IgA de lintestin souléve cependant de

nombreuses questions telles que les contributions fonctionnelles relatives des cellules B1 et
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des lymphocytes B2 a l'immunité de la muqueuse intestinale. De méme, on peut s'interroger
sur les facteurs de différentiation commuttant la production dIgM des lymphocytes CD5"
de la cavité péritonéale vers la production dTgA dans l'intestin et sur les sites d'expansion

de ces cellules qui, dans la cavité péritonéale ne proliférent pas activement.

2.2.2.4. Réactivité avec la flore intestinale

IgM et antigénes microbiens

Les lymphocytes B1 de la cavité péritonéale produisent des IgM sériques dont la
spécificité est assez bien documentée. Ce sont des anticorps dirigés contre les auto-
antigénes et présentant des réactions croisées avec les antigénes de microorganismes. Ils
sont dirigés contre les déterminants antigéniques tels que la phosphatidylcholine, le dextran,
les polysaccharides de pneumocoques et certains épitopes de Salmonella typhimurium ou
de E. Coli. Contrairement aux connaissances acquises sur les IgM, la description du
répertoire des IgA sécrétées par les lymphocytes Bl est fragmentaire. Le lymphome
CHI12.LX capable de commuter de la production dTgM a la production dTgA réagit contre
la phosphatidylcholine alors que le transfert de cellules B1 chez des souris déficientes
CBA/N Xid restaure les réponses IgA muqueuse et sérique spécifiques de Salmonella

typhimurium (Pecquet et al, 1992).

Réactivité des IgA avec les bactéries intestinales

Alors que les IgM produites par les lymphocytes B1 sont majoritairement multi-
réactives et reconnaissent des auto-antigénes, les cellules sécrétrices dTgA de lintestin ne
réagissent pas contre ces auto-antigénes et ne présentent pas les mémes propriétés de multi-
réactivité. La sécrétion d'IgA est induite par la présence de bactéries dans la lumiére
intestinale puisqu'elle est sévérement réprimée chez les souris indemnes de pathogénes (Van
der Heijden et al, 1989). L'analyse de la flore intestinale indique qu'une grande partie des

bactéries est coatée par les IgA sécrétoires (Van der Waaij et al, 1994).
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Deux études majeures ont permis de caractériser la réactivité des cellules Bl
productrices d’IgA avec les bactéries de la microflore intestinale. Kroese et al (1996), suite
aux expériences de transfert adoptif de cellules péritonéales chez la souris SCID démontrant
la capacité des lymphocytes Bl & produire des IgA au niveau intestinal, montrent que les
bactéries entériques des souris reconstituées sont coatées par les IgA portant I’allotype des
cellules B1, des la deuxiéme semaine apres le transfert. Sitdt que les plasmocytes a IgA sont
arrivés dans la lamina propria, ils sécrétent des anticorps reconnaissant les déterminants
antigéniques des bactéries naturellement présentes dans la lumiére intestinale. Bos et al
(1994) confirment ces résultats en étudiant la réactivité d’hybridomes provenant des
lymphocytes des ganglions mésentériques (site d’expansion des plasmocytes & IgA associés
a lintestin) (Cebra et al, 1994), de souris SCID reconstituées par les cellules péritonéales.
Ces hybridomes sécrétent des IgA qui réagissent avec les bactéries fécales alors que des
anticorps monoclonaux issus d’hybridomes produits & partir des splénocytes ne
reconnaissent pas les épitopes bactériens. De plus, contrairement aux propriétés de non
réarrangement du géne des immunoglobulines des lymphocytes B1, 6 hybridomes sur 8
présentent des mutations somatiques traduisant un processus de sélection par I’antigéne
(Bos et al, 1996).

Ainsi, les plasmocytes a IgA de la lamina propria de l’intestin ont une double
origine, ils dérivent soit des lymphocytes conventionnels soit des cellules B1. La cible
principale de ces anticorps est représentée par les bactéries entériques qui composent la
flore intestinale endogeéne, non pathogéne. Cette microflore bactérienne est un écosystéme
trés stable. Kroese pose comme hypothése que les IgA dérivant des deux lignées permettent
de maintenir en équilibre cette flore. Le répertoire fixé des lymphocytes B1 offrirait une
premi¢re ligne de défense contre les bactéries invasives pathogénes, relayée par la
production d’IgA de haute affinité sécrétées par les lymphocytes conventionnels induits

dans les plaques de Peyer.
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2.3. Cytokines et régulation des lymphocytes B1

Un des points a clarifier dans le lien entre les cellules Bl et le tissu lymphoide
muqueux associé a lintestin est la capacité des lymphocytes péritonéaux & produire
préférentiellement des IgM alors que dans lintestin, les plasmocytes qui en dérivent
sécrétent des IgA. Peu d'études ont été consacrées a l'analyse des facteurs de commutation
isotypique pour ces lymphocytes non conventionnels. Par contre, le role des interleukines
dans le développement, lactivation ou la différenciation de ces cellules est mieux

documenté.
2.3.1. Interleukines et orientation isotypique des lymphocytes B1
Observations en faveur de la commutation isotypique

Alors que les lymphocytes Bl reconnaissent beaucoup d'antigénes de maniére T-
indépendante, certains travaux mettent en évidence un effet auxilliaire des lymphocytes T
sur la production d'anticorps et sur la commutation isotypique de ces cellules. Dans les
situations pathologiques des maladies auto-immunes (polyarthrite rhumatoide) ou des
leucémies lymphocytaires chroniques, des mécanismes de mutations somatiques similaires a
ceux des lymphocytes B2 ont été rapportés pour les cellules B CD5" productrices d'auto-
anticorps conduisant & des anticorps de haute affinité, mono-spécifiques, souvent associés a
la sévérité de la pathologie (Ikematsu et al, 1992 ; Pater-ZyberK et al, 1992 ; Shirai et al,
1992). Les fonctions auxillaires des cellules T auto-réactives sur le changement d'isotype
des cellules B1 ont été également suggérées dans le cas du lupus érythémateux (Datta et al,

1987; Murakami et al, 1992).
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Interleukines et orientation isotypique

L'effet des lymphocytes T sur la production d'anticorps a été étudié aprés transfert
de lymphocytes B1 et de cellules T chez la souris SCID (Taki, 1992). Les lymphocytes Bl
produisent en absence de lymphocytes T des IgM, des IgG3 et des IgA. Le transfert
simultané de lymphocytes T provenant de souris élevées dans des conditions d'élevage
conventionnelles augmente la production de ces isotypes et stimule la production dTgG1 qui
apparait exclusivement dépendante des lymphocytes T. Au contraire, la production dTgA
n'est pas exclusivement conditionnée par des mécanismes T-dépendants mais elle est

favorisée dans un contexte T.

Bien que peu d'études aient été consacrées a la description des facteurs favorisant la
commutation isotypique des lymphocytes B1, quelques travaux permettent de confirmer,
tout en restreignant, le rdle de 1TL-4 observé sur les lymphocytes B conventionnels dans
l'orientation vers I'TgG1. Alors que ITL-4 est un facteur de commutation vers les IgG1 et les
IgE pour les lymphocytes B2, les travaux de Waldschmidt et al (1992) réalisés sur une
population B péritonéale FceRI', (marqueur dont l'absence différencie les lymphocytes Bl
péritonéaux des lymphocytes conventionnels), ont montré la capacité de ces cellules a
produire des IgM et des IgG1 mais pas d'IgE, en réponse aux LPS et a ITL-4. Tarlinton et
al (1995) confirme que les lymphocytes Bl commutent des IgM vers les IgGl mais a
moindre fréquence par rapport aux lymphocytes B2, I1L-4 induisant l'expression du
transcript Cyl stérile, pré-requis indispensable a l'expression des IgGl. Cependant, la
commutation des lymphocytes B1 se bloque a cette étape, limitant I'expression de cet
isotype. L'expression majoritaire dTgM par les cellules B CD5" est également confirmée
chez 'homme bien que l'activation des lymphocytes B via le CD40 et l'addition dTL-2

entraine la sécrétion d'IgG et d'IgA (Defrance et al, 1992).



Introduction — Lymphocytes Bl 106

Orientation vers I'IgA

Du lymphome B CD5" CH12.LX dérivent différents clones exprimant des isotypes
autres que les IgM. L'utilisation de ces clones a permis de caractériser les facteurs cellulaires
impliqués dans la commutation d'un type d'immunoglobuline vers un autre isotype pour les
lymphocytes B1 (Whitmore et al, 1992). Ce lymphome présente une propension plus
importante & commuter vers I'TgA plutét que vers n'importe quel autre isotype. Dans ce
modeéle, 1TL-4 apparait comme un facteur non spécifique qui augmente la production de
tous les isotypes. De méme, alors que le TGF-P est une cytokine responsable du "switch"
vers TgA pour les lymphocytes conventionnels, il augmente la fréquence de commutation
vers tous les isotypes disponibles.

Les mémes études réalisées sur des cellules B de la cavité péritonéale versus des
lymphocytes B spléniques indiquent une production spontanée plus importante d'IgM, suivie
des IgG2b et des IgG3, ITL-4 augmentant la production d'IgA et dTgGl pour les
lymphocytes B1.

L'TL-5 a un rdle différent selon l'origine des cellules B. Sur les lymphocytes B de la
rate, elle augmente la sécrétion de tous les isotypes et ne favorise pas la production dTgA
proportionnellement aux autres immunoglobulines. Au contraire, sur les lymphocytes B
péritonéaux, 1TL-5 augmente préférentiellement la production des IgA ; soit cette cytokine
est un facteur de commutation isotypique pour les lymphocytes B1 alors qu'elle n'est qu'un
acteur de différenciation terminale pour les lymphocytes B conventionnels déja commutés
vers 1TgA (Harriman et al, 1988) soit la cavité péritonéale contient une proportion plus
grande de lymphocytes B IgM" engagés vers la commutation pour ITgA, caractérisant ainsi
leur origine anatomique.

Le TGF-B, contrairement a son action pluripotente sur le lymphome CH12.LX,
diminue l'expression de tous les isotypes des lympocytes B1 péritonéaux, a l'exception de
1TgA.

De fagon inattendue, ITFN-y qui induit la sécrétion dTgG2a et bloque celle d1gG1
dans le cas des lymphocytes B2, augmente in vitro la production de cet isotype mais aussi

des IgM et des IgA (Altboum et al, 1992).
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LTL-6 est une cytokine impliquée tardivement dans la sécrétion dIgA pour les
lymphocytes B conventionnels. Au niveau intestinal, elle induit la différenciation terminale
des lymphocytes B IgA® dérivant des plaques de Peyer, en cellules sécrétrices dTgA
(Beagley er al, 1989, 1991 ; Ramsay et al, 1994). Par contre, la production d'IgA par les
lymphocytes B péritonéaux est indépendante de ITL-6. C'est pourquoi des souris knock out
pour le géne de ITL-6 présentent encore des plasmocytes a IgA dans I'intestin dont l'origine

est péritonéale (Beagley et al, 1995).

Effets des cytokines sur la commutation, la différenciation ou la production
d'anticorps par les lymphocytes B1 et les lymphocytes B2

Interleukines Lymphocytes Bl non Lymphocytes B2
conventionnels conventionnels
IFN-y Augmentation des IgG1, des | Augmentation des [gG2a
IgM et des IgA
TGF-$ Augmentation des IgA et de Commutation vers ITgA
tous les isotypes Inhibition des autres isotypes
IL-4 Augmentation de tous les Augmentation des IgG1 et
isotypes des IgE, Diminution des IgM
et des IgG3
IL-5 Commutation vers les [gA | Augmentation de la sécrétion
Augmentation de la sécrétion des IgA et des Ig
desIg '
IL-6 Sécrétion d'IgA indépendante | Sécrétion dTgA dépendante

Les lymphocytes T et la production d'interleukines au niveau de l'intestin activent la
différenciation des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs dTgA. Il est possible que la
présence importante de cellules Th2 dans la lamina propria (Mega et al, 1991) joue un role

dans l'activation et la prolifération des cellules B1 qui, dés le contact avec un pathogéne
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produiront d'abord des IgM de faible affinité puis, dans le contexte immunitaire du GALT

généreront des IgA de haute affinité.

2.3.2. Interleukines, activation et régulation des cellules B1

LTL-5 et ITL-10, deux cytokines largement représentées au cours des infections par
les helminthes sont impliquées dans le maintien et l'activation des lymphocytes B1.

Les lymphocytes Bl expriment de maniére constitutive le récepteur de 1TL-5.
L'utilisation de souris transgéniques pour cette cytokine a permis de démontrer son rdle
dans le maintien des lymphocytes B1 qui utilisent des génes d'immunoglobuline de type
foetal (Katoh er al, 1993). De méme, l'expression in vivo dTL-5 par un rétro-virus,
augmente la proportion de cellules Bl et I'éosinophilie sans modifier le nombre de
lymphocytes conventionnels (Vaux et al, 1990).De plus, I'administration d'TL-5 chez les
souris transgéniques anti-RBC entraine une augmentation du nombre des lymphocytes B1
péritonéaux et active leur différentiation en cellules productrices d'anticorps (Nitisani et al,
1995). A Tlinverse, des souris knock out pour IL-5 présentent une déficience en cellules
B1la dans les premiéres semaines de leur vie (Kopf et al, 1996).

LTL-10 active dune fagon autocrine et paracrine les lymphocytes BI.
L'administration continue d'anticorps neutralisant 1TL-10 dépléte la population des
lymphocytes B1 (Ishida et al, 1992). En plus, parmi les lymphocytes B, les cellules Bl
représentent la source principale d'1L-10 (O'Garra et al, 1992). Cette production
constitutive expliquerait les propriétés d'auto-renouvellement continu des lymphocytes B
non conventionnels. de plus, les cellules B1 sont donc susceptibles d'intervenir dans
limmunorégulation des populations lymphocytaires T helper et la présentation des

antigenes.

A Yopposé, I'TFN-y inhibe l'activité des cellules B1 (Hitoshi et al, 1989 ; Chase et al,
1993) et l'administration d'TL-12 entraine une diminution du nombre des cellules B1 et
décroit l'activité fonctionnelle de ces lymphocytes (Vogel et al, 1996). Le r6le inhibiteur de

ces deux cytokines est confirmé dans la schistosomiase expérimentale murine ot 'expansion
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des lymphocytes B1 est bloquée par l'injection d'TFN-y ou dTL-12 ou l'administration d'anti-
IL-10 (Velupillai ef al, 1996).

2.3. Le systéme immunitaire muqueux : un systéme
primitif et un systéeme moderne

D'une maniére générale, le développement des lymphocytes B et T peut €tre
considéré comme un phénoméne évolutif et stratifié (Herzenberg et Herzenberg, 1989). En
effet, les lymphocytes B1 et les lymphocytes T yd sont générés trés t6t pendant l'ontogénie
et représentent le premier systéme immunitaire des vertébrés alors que les lymphocytes B et
T conventionnels émergent plus tard dans le développement.

Le GALT est un systéme immunitaire trés ancien que l'on retrouve chez tous les
vertébrés, y compris chez le cyclostome (Pasquier, 1989). IL est composé d'un systeéme
immunitaire primaire comprenant les lymphocytes intra-épithéliaux T yd et les lymphocytes
B1 de la lamina propria qui s'auto-renouvellent et sont générés indépendamment du thymus
et de la moélle osseuse ; et d'un systtme immunitaire plus évolué, qui comprend les
lymphocytes conventionnels qui dérivent de cellules souches de la moélle osseuse et du
thymus et qui sont induits dans les plaques de Peyer. Les lymphocytes B1 et T y5 ont une
faible affinité et une large spécifité pour les auto-antigénes et les antigénes de micro-
organismes. Les caractéristiques des anticorps exprimés font des cellules B1 la premicre
ligne de défense contre les agressions bactériennes puisqu'ils sont en place, déja réactifs sans
avoir besoin de muter les génes de leurs immunoglobulines pour reconnaitre I'antigéne.

Parall¢lement, les lymphocytes conventionnels montent une réponse beaucoup plus
sophistiquée avec la production d'anticorps spécifiques et de haute affinité, qui relaie le

systéme de défense plus primitif que représentent les lymphocytes B1.
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3. La mutation Xid

La fonctionnalité biologique des lymphocytes B1 a pu étre approchée, in vivo, grace
4 l'utilisation de souris totalement dépourvue en cellules B CD5" : la souris Xid (X-linked
immunodeficiency). L'opportunité de ce modéle a permis d'évaluer la participation de ces
cellules dans la réponse immune, notamment lors de pathologies infectieuses. De plus,
depuis la caractérisation moléculaire du déficit Xid, ces souris sont trés appréciées pour
'étude des fonctions tyrosine kinase impliquées dans la transduction cytoplasmique d'un

signal membranaire.
3.1. Définition et origine

Mise en évidence a l'origine sur des souris CBA/N, la déficience Xid est portée par le
chromosome X et est donc transmise par les femelles (Wicker et Scher, 1986). Le
phénotype Xid est associé & la mutation d'un seul acide amin€ dans la région N terminale de
la protéine Bruton tyrosine kinase (Btk), enzyme sans activité récepteur impliquée dans la
phosphorylation des protéines lors de la transduction d'un signal membranaire (Tsukada et
al, 1993 ; Vetrie et al, 1993). Cette mutation conduit, chez lThomme, a un déficit en
lymphocytes B trés sévere (X-linked agammaglobulinemia ou XLA) et chez la souris a une
absence totale de lymphocytes Bl associée a un défaut d'activation et une réduction du
nombre de lymphocytes B conventionnels matures (Xid) (Rawlings et al, 1993 ; Khan et al,
1995). Thomas et al (1193) ont montré par ailleurs la colocalisation des génes associés a la
déficience XL A ou a la déficience Xid.

La réduction du nombre de lymphocytes B matures et 'absence de lymphocytes Bl
est li€¢ & un arrét précoce dans le développement des lymphocytes B aprés l'apparition du
stade pro-B B220" Cu’. A ce stade, les lymphocytes ont réarrangé les génes de leurs
immunoglobulines mais n'expriment pas encore au niveau membranaire les
immunoglobulines (Karagogeos et al, 1986). Trés récemment, Brorson et al (1997) ont
montré que les lymphocytes B chez les souris Xid présentent une activité tyrosine kinase

identique a celle des lymphocytes d'animaux non déficients mais qu'une fois activés, les
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lymphocytes n'entrent pas dans le cycle de division cellulaire et subissent des phénomeénes
d'apoptose trés fréquents. Ces auteurs confirment le role crucial de la Btk dans les voies de
signalisation impliquées dans la régulation du développement et des fonctions des
lymphocytes B. Cette enzyme intervient dans les événements immédiats consécutifs a
l'activation des lymphocytes B, dans le contrdle de l'apoptose mais également dans les
événements liés a l'activation des cyclines. De plus, plusieurs équipes montrent un lien entre
les niveaux d'expression de la Btk et la possibilité de corriger le défaut Xid en améliorant le
développement et l'activation par l'antigéne des lymphocytes B (Satterthwaite et al, 1997 ;
Maas et al, 1997)

3.2. La souris Xid

Comme précédemment évoqué, la mutation Xid a d'abord été mise en évidence sur
les souris CBA/N. Actuellement, aprés de nombreux croisements, cette déficience a pu étre
transmise dans un fond génétique de BALB/c et nous disposons dans notre laboratoire de
souris BALB. Xid. Les souris qui portent la mutation Xid ont des lymphocytes B qui
présentent des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles trés différentes des
lymphocytes B de souris normales. A 'opposé, le compartiment T ne semble pas affecté par
cette mutation et les réponses T sont proches de celles observées chez les animaux non

déficients (Wicker et Scher, 1986).

3.2.1. Phénotype des lymphocytes B

Le phénotype Xid est associé & une absence compléte de lymphocytes B CD5"
(Hayakawa et al, 1983 ; Herzenberg et al, 1986 ; de la Hera et al, 1987) et au
développement de lymphocytes B2 porteurs d'un phénotype particulier. Chez les souris
normales, les lymphocytes B2 périphériques sont divisés en deux sous-populations : une
majeure composée de lymphocytes B folliculaires matures (RF) qui recirculent et qui sont
CD23" HSA" sIgD" et une population trés mineure composée de lymphocytes immatures

qui viennent de migrer de la moélle osseuse (TR) et qui sont CD23 sIgD™ " sIgM™™". Les
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souris CBA/N comportent une proportion importante (40%) de lymphocytes "transitionnel"
TR et des lymphocytes (60%) ressemblant aux lymphocytes RF mais qui expriment encore
fortement les IgM (Klaus et al, 1997). Les souris Xid présentent donc un retard dans le
développement de leurs lymphocytes B matures et expriment a I'dge adulte un phénotype B
propre a celui de souris néo-natales (Wicker et Scher, 1986) avec la présence du marqueur
HSA (anciennement BLA-1) exprimé de maniére importante sur les cellules en transition
(Hardy et al, 1983 ; Klaus et al, 1997).

En plus de leur phénotype immature, les lymphocytes B des souris Xid ont une faible
durée de vie (Oka et al, 1996), ils entrent spontanément en apoptose in vitro (Woodland et
al, 1996). La mort de ces lymphocytes est relative a une expression faible de la protéine
anti-apoptotique bcl-2 mais peut-étre évité par l'introduction du transgéne bel-2 (Klaus et
al, 1997 ; Woodland et al, 1996).

L'ensemble de ces observations conclut & un défaut important dans les mécanismes
de maturation des lymphocytes B. Chez la souris Xid, la maturation semble s'arréter aux

cellules nouvellement formées dans la moélle osseuse.

3.2.2. Caractéristiques des immunoglobulines

Une des grandes caractéristiques des souris Xid est leur incapacité & répondre aux
antigénes thymo-indépendants de type 2 (antigénes polysaccharidiques ou hapténes
conjugués au Ficoll) (Wicker et Scher, 1986) et également & monter une réponse primaire
efficace suite & une immunisation optimale (Ridderstad et al, 1996). De plus, les souris
CBA/N sont incapables de produire des anticorps spécifiques des phosphorylcholines, ce qui
corréle avec 'absence de lymphocytes B CD5" (qui sont particuliérement impliqués dans la
reconnaissance de ces épitopes) (Lim ef al, 1994).

Les animaux déficients produisent des taux d'TgM et dTgG3 trés réduits comparés au
animaux immuno-compétents (2 4 20% et 3 4 15 % des taux normaux d'IgM et d'1gG3) et
des réponses IgG1, IgG2a et IgG2b identiques (Wicker et Scher, 1986 ; Brorson et al,
1995).
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3.2.3. Déficience Xid et activation des lympocytes B

Parall¢lement a la présence de cellules B immatures et & 'expression d'un phénotype
membranaire particulier, les lymphocytes B des souris Xid ne sont pas sensibles aux mémes
signaux d'activation. Aussi, dés 1975, Scher et al remarquaient une prolifération tres réduite -
des lymphocytes B de souris Xid suite a la stimulation aux LPS (Scher et al, 1975). De
méme, les anticorps anti-p n'entrainent pas la prolifération des lymphocytes (Sieckmann et
al, 1978).

La réponse aux stimuli par différents mitogénes est chronologiquement associée au
développement des lymphocytes B. Ainsi, chez les souris normales, & 2 semaines, les
lymphocytes B répondent aux LPS, l'activation engendrée par la voie du CDA40 est positive
dés 6 semaines et enfin, les lymphocytes de souris adultes proliférent sous l'effet des anti-
immunoglobulines (ou anti-CD38) (Klaus et al, 1997). Les lymphocytes B "transitionnels”
(TR) des souris CBA/N sont incapables de proliférer sous l'effet du LPS contrairement a
ceux des souris normales ; par cet aspect, ils ressemblent plutét & des lymphocytes trés
immatures que l'on retrouve normalement dans le foie foetal ou la moélle osseuse (Kearney
et al, 1975 a, b). A l'opposé, les lymphocytes recirculants (RF) proliférent en réponse aux
LPS et via le CD40 mais ne synthétisent pas d'ADN lorsqu'ils sont stimulés via le récepteur
B ou le CD38 (Mond et al, 1983 ; Santos Argumedo et al, 1995).

En plus des signaux d'activation membranaires, ITL-5 et ITL-10 sont des cytokines
qui activent les lympocytes B et particuliérement les lymphocytes B1. La mutation sur le
geéne btk entraine une réduction du nombre de cellules B exprimant la chaine o du récepteur
de ITL-5. Les lymphocytes qui expriment le récepteur sont, en plus, moins sensibles a cette
cytokine (Hitoshi et al, 1993 ; koike ef al, 1995 ; Baba et al, 1997). De méme, les
lymphocytes B des souris Xid n'augmentent pas l'expression du CMH classe II en réponse a

ITL-10 (Go et al, 1990).

L'ensemble de ces différents travaux permet de conclure & une population B trés
particuli¢re chez la souris Xid. D'une part, ces souris déficientes présentent une absence de

la population B non conventionnelle, une propention élevée de ses lymphocytes & mourir
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par apoptose et une grande proportion de lymphocytes bloqués a un stade immature. -
D'autre part, les lymphocytes -phénotypiquement proches des lymphocytes B de -souris
normales ne sont pas activables par leur récepteur 3 l'antigéne et ne répondent pas aux

facteurs cellulaires tels que 1TL-5 et TL-10.
3.3. Implication dans les modéles parasitaires

La disponibilit¢ de souris porteuses de la mutation Xid dans un fond génétique
contrdlé a permis d'évaluer la participation des lymphocytes B et plus particulierement des
lymphocytes B CD5" & la réponse immune développée au cours de différentes pathologies
infecticuses et notamment les infections par les parasites intra-cellulaires tels que
Trypanosoma cruzi et Leishmania major. Dans ces deux types de parasitose, la résistance a
l'infection est vouée a l'expression d'un profil cellulaire Thl et tout particuliérement a la
production dTFN-y (Heinzel et al, 1989 ; Minoprio et al, 1993). L'absence de lymphocytes
B CD5" augmente la résistance contre Trypanosoma cruzi et diminue la susceptibilité des
BALB/c infectées par Leishmania major (Minoprio et al, 1991 ; Hoerauf et al, 1994). Ces
travaux indiquent que ces lymphocytes contribuent a l'orientation cellulaire T vers un profil
Th2 délétere.

Trés récemment, 1'équipe de Hoerauf a évalué les répercussions de la mutation Xid
sur I'évolution d'un parasite extracellulaire (filaire) dont le développement au sein de son
héte conduit a l'expression d'une réponse cellulaire de type Th2 (Al-Qaoud et al, 1998). Les
souris déficientes présentent une susceptibilité plus grande & linfection, un plus grand
nombre de vers associé a une diminution de la production dTL-10 et a l'absence d'anticorps
spécifiques.

Ces différents modéles révélent une participation importante de la composante B et
notamment B CD5" dans les réponses immunitaires associées a l'expression de la
susceptibilité¢ ou de la résistance 4 un parasite, de fagon directe de part la production

d'anticorps, mais également indirectement en orientant la réponse cellulaire Th.
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Le rdle orientateur des lymphocytes Bl sur la réponse immune, l'origine non
conventionnelle de 50% des plasmocytes a IgA de lintestin et l'exposition intense et
continue des surfaces muqueuses aux antigénes de Schistosoma mansoni nous ont
encouragés, au cours de ce travail de thése, & évaluer l'implication de cette population

lymphocytaire peu connue dans I'immunité muqueuse anti-schistosome.
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Préambule

La démonstration chez 'homme et dans les modeles expérimentaux d'une relation
liant la réponse IgA spécifique de l'antigene Sm28GST et l'expression d'une immunité a la
schistosomiase, nous a incités a analyser les facteurs susceptibles d'orienter vers cette
réponse isotypique. Dans ce contexte, la premicre partie de nos travaux démontrera le réle
des facteurs parasitaires, et plus particuliérement ceux liés aux oeufs du schistosome, dans
I'induction de la réponse IgA, au cours de l'infection murine (Résultats - Partie ).

Dans un second temps, nous apporterons différents éléments relatifs & la
participation d'une population lymphocytaire B distincte des lymphocytes B conventionnels,
les lymphocytes B1 ou B CD5", dans I'installation de 1a réponse IgA humorale et muqueuse
spécifique de ce parasite et a ses conséquences sur I'évolution de linfection parasitaire

(Résultats - Partie II).
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Influence des facteurs parasitaires sur
I'expression de la réponse IgA

L'analyse des mécanismes d'induction et de régulation de la réponse IgA nécessite,
en préalable, la définition de schémas d'immunisation susceptible de conduire a l'expression
de cet isotype. Le premier point de nos travaux expérimentaux a donc été consacré a l'étude
comparative de différents protocoles d'immunisation impliquant des voies d'administration
parentérales (sous-cutanées) ou locales (voies muqueuses) de notre antigéne d'intérét.

Progressivement, notre travail a évolué vers la description de facteurs associés aux
oeufs du schistosome et de leurs rdles d'une part dans l'induction de la réponse IgA anti-
schistosome et d'autre part dans l'orientation du profil T auxiliaire spécifique de 'antigéne

Sm28GST vers l'expression d'un profil Th2.
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1. Incidence de différents protocoles
d'immunisation sur la réponse humorale et
cellulaire spécifique de I'antigéne Sm28GST

L'efficacité du protocole d'immunisation sur l'induction de la réponse IgA sérique ou
sécrétoire spécifique de l'antigéne Sm28GST a été évaluée sur la base de 2 critéres :
1) Le suivi cinétique du profil isotypique induit au cours des différents schémas
d'immunisation
2) L'analyse in vitro de la production de cytokines de type Thl (IFN-y et IL-2) ou Th2 (IL-
4 et IL-5) au niveau des organes lymphoides des souris immunisées suite a la stimulation
des cellules en présence de mitogéne T (ConA) ou d'antigéne (Sm28GST), 8 jours aprés la

derniére immunisation.

1.1. Administration de I'antigéne Sm28GST par voie
parentérale

Dans cette premiére série d'expériences, différents paramétres ont été pris en compte
- la dose administrée (quantité d'antigénes et effet d'un rappel)
- la nature de I'adjuvant (adjuvant complet de Freund ou hydroxyde d'Alum)

- et le fond génétique des souris, dans leur incidence sur la réponse isotypique

Les expériences d'immunisation par voie parentérale ont été réalisées par voie sous-

cutanée, a la base de la queue.
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1) Immunisation par l'antigéne Sm28GST en présence d'adjuvant complet de Freund

Réponse sérique anti-Sm28GST

—e— IgGl
—e— IgG2a
—o— IgG2b

—O0— 1gG3

—e— IgA

i I

: T
0 25 S50 75 100 125

Jours post-immunisation

L'analyse de la réponse isotypique chez des souris BALB/c immunisées par 10pug
d'antigéne Sm28GST en présence d'adjuvant complet, révéle une production majoritaire
d'IgG1 accompagnée d'IgG2a et d'IgG2b. Les réponses IgG1 et IgG2a atteignent des taux
maximums 30 jours aprés l'administration de l'antigéne et se maintiennent jusqu'a 75 jours
apres l'immunisation puis décroissent. La réponse IgG2b est également maximale a J30 mais
transitoire puisqu'elle diminue par la suite. Les taux d'IgG3 sont proches du seuil de
détection a l'exception du J33 ou il a été possible de détecter une réponse positive mais
fugace. Ce protocole d'immunisation ne conduit pas a l'expression d'IgA spécifique de

l'antigéne Sm28GST.

L'analyse des cytokines induites par ce protocole (10pug Sm28GST +ACF) ou par le
méme protocole suivi d'un rappel a J21 en présence d'adjuvant incomplet de Freund, est

présentée dans le graphe ci-dessous.
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Les splénocytes des souris immunisées 1 fois produisent de I'IL-5, de 1'1L-4 et des
taux faibles d'IL-2 en réponse a la stimulation par I'antigéne Sm28GST, alors que la ConA
en induit une tres forte production. On observe une production d'TFN-y non spécifique de
l'antigeéne, retrouvée dans le groupe controle ayant regu uniquement I'adjuvant.
L'administration d'un rappel entraine une augmentation des taux de cytokines sécrétées a

l'exception de I'IL-4 qui n'est plus produite 8 jours apres le rappel.

2) Effet de la souche de souris, immunisation par l'antigéene Sm28GST en présence

d'adjuvant complet de Freund

Des souris BALB/c et C57Black6 ont regu une dose de 25ug d'antigéne Sm28GST
en présence d'adjuvant complet et les réponses isotypiques ont été analysées a différents

temps de cinétique.
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L'immunisation par une dose plus élevée d'antigéne ne modifie pas le profil

isotypique enregistré dans l'expérience précédente. Il n'entraine pas l'apparition d'isotypes

exprimés de fagon mineure tels que les IgG3 ou les IgA.

L'utilisation d'une souche de souris différente ne conduit pas a l'expression d'une

réponse IgA spécifique mais fait apparaitre une différence majeure en ce qui concerne la

sous-classe IgG2a qui est totalement absente chez ces animaux. Les souris C57Black6

expriment des taux similaires d'IgG1 et d'IgG2b.

L'analyse du profil cellulaire a été effectuée a la fois sur les splénocytes et les cellules

ganglionnaires inguinales des deux souches de souris immunisées en paralléle par 10ug de

Sm28GST en présence d'ACF. Les résultats sont reportés dans la figure ci-dessous.
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Dans le cas de la souris BALB/c, la production de cytokines par les splénocytes,
décrite a J8 dans le § précédent est confirmée alors que les organes ont été récupérés a J28.
Les ganglions drainant le site d'injection ne produisent que trés peu d'TFN-y, pas d'IL-2 ni
d'IL-4 et des taux plus faibles d'IL-5. Ces différences quantitatives entre la rate et les
ganglions pourraient étre liées aux conditions de culture différentes (2.10° cellules par puits
contre 10 pour la rate).

Dans les mémes conditions d'immunisation, les splénocytes de la souche C57Black6
ne produisent aucune cytokine détectable de maniére spécifique de l'antigéne (bien que les
taux d'IL-2 sécrétés lors d'activation mitogénique soient identiques entre les deux souches,
indiquant la viabilité et la fonctionnalité des cellules). Seule 'IL-5 produite dans la rate a été
détectée en quantité trés inférieure par rapport a la BALB/c. L'unique cytokine trés
fortement exprimée chez les C57Black6 est I'TFN-y dont les taux sont trés importants dans

les ganglions inguinaux.
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3) Immunisations par l'antigéne Sm28GST, en présence d'hydroxyde d’Alum (résultats

non présentés)

Une immunisation et deux rappels par 10ug de Sm28GST en présence d'hydroxyde
d'Alum ont été effectués chez la souris C57Black6. L'absence d'IgG2a est confirmée dans
cette souche quelque soit l'adjuvant et les réponses IgG1 et IgG2b observées dans les
protocoles avec I'ACF restent les réponses majoritaires. Malgré trois injections de

Sm28GST, aucune production d'IgA n'a été caractérisée.

Suite & l'administration de 25ug de Sm28GST en présence dhydroxyde d'Alum, il
n'a pas été possible de déterminer le profil lymphocytaire T spécifique de l'antigéne
Sm28GST du fait d'une expression non spécifique dans le groupe adjuvant. Seule la
sécrétion d'IL-5, plus faible que dans le cas d'immunisation en présence d'adjuvant complet,
s'avére différente de celle du groupe contrdle (résultats non présentés). L'IL-10, dosée dans
cette expérience, est sécrétée de maniére spécifique par les splénocytes. Des taux trés élevés

d'TL-2 sont observés dans le cas d'une stimulation mitogénique.
1.2. Administration de I'antigéne Sm28GST par voie muqueuse

L'inefficacité des différents protocoles d'immunisation parentérale a induire des
anticorps d'isotype IgA nous a conduits & administrer I'antigéne par voie muqueuse et a
cibler plus précisément la muqueuse intestinale. Ce choix d'introduire I'antigéne au niveau
muqueux est justifié par le fait que les IgA sont l'isotype majoritaire produit et sécrété par
les muqueuses de l'organisme. Cette approche devait nous permettre de choisir un protocole
de référence, sélectionné pour sa capacité a induire une réponse IgA sérique ou muqueuse
spécifique de l'antigéne Sm28GST qui nous conduirait & étudier les mécanismes cellulaires a

la base de I'induction de cet isotype.
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1.2.1, Immunisation per os

Deux protocoles d'administration de l'antigéne par voie orale ont ¢été utilisés, aprés
diete des animaux et neutralisation préalable des sucs gastriques. La détection dIgA

spécifiques représente le facteur discriminant.

1) L'administration, chez la souris C57Black6, de 100pg d'antigéne Sm28GST sans
adjuvant a l'aide d'une sonde gastrique, ne conduit pas a la sécrétion dTgA spécifiques dans

les sérums ni dans les lavages intestinaux, 8 ou 15 jours aprés le gavage.

2) Le deuxiéme protocole utilise une formulation chimique du peptide 190-211 de
l'antigéne Sm28GST, les lipopeptidyl-résines 190-211, décrits comme inducteurs d'une
réponse IgA muqueuse spécifique (Rollin, thése de Doctorat). La méthode consiste en 4
administrations de la formulation chez la souris BALB/c et les réponses sont analysées 4
jours apreés la derniére administration (J32). Bien que scrupuleusement suivie, elle n'a pas
conduit a la détection dIgA spécifiques de l'antigéne Sm28GST. L'utilisation en paralléle de
la Sm28GST soluble administrée par voie orale confirme, chez la BALB/c et aprés plusieurs
administrations, les résultats négatifs obtenus dans le premier protocole per os effectués

chez la souris C57Black/6.

1.2.2. Immunisation intra-plaque de Peyer

Face a I'absence de réponse IgA dans les méthodes par gavage avec 'antigéne ou les
lipopeptidyl-résines, nous avons introduit l'antigéne directement au sein des plaques de
Peyer. Cette voie, décrite pour la préparation d'hybridomes sécréteurs dTgA nous permettait
d'éviter le risque de dégradation par les sucs gastriques ou l'induction de mécanismes de
tolérance, en ciblant directement les sites d'induction de la réponse muqueuse.
L'introduction de l'antigéne s'est faite en respectant I'intégrité du mésentére, 9ug de

Sm28GST en moyenne ont été administrés par souris, répartis sur 3 ou 4 plaques de Peyer.



Résultats - Partie I 126

Les réponses IgA intestinales et sériques ont été analysées 8 jours aprés l'immunisation et se

sont avérées négatives.

1,2.3. Utilisation d'un vecteur vivant recombinant : Salmonella typhimurium TTc-

Sm28GST

Nous disposons dans notre laboratoire d'une entéro-bactérie Salmonella
typhimurium, (aimablement fournie par A. Khan et C. Hormaeche, Cambridge, UK), qui
exprime, sous le contr6le d'un promoteur anaérobie, une protéine de fusion de 80KDa
composée de la sous-unité C de la toxine tétanique, d'une région charniére et de la
Sm28GST. Cette souche est atténuée par mutation A-Aro, elle interagit avec les plaques de
Peyer et colonise directement les tissus de I'hote. Nous avons évalué ce vecteur vivant dans
son potentiel & induire des IgA anti-Sm28GST.

2.10" bactéries ont été administrées per os 4 des souris C57Black6 et la production
d'anticorps sériques et sécrétoires spécifiques de TTc ou de la Sm28GST a été analysée a
différents temps apreés l'administration des bactéries. Les résultats sont récapitulés dans les 2
tableaux ci-dessous, en fréquence d'animaux donnant une réponse positive du fait de la

grande hétérogénéité observée dans l'intensité des réponses.

Réponse sérique

Réponse sérique anti-Sm28GST Réponse sérique anti-TTc

IgA IgG1 IgG2b IgG2a IgA IgG1 IgG2b  IgG2a

Jours
8 - - - - 1/5 - 2/5 1/5
15 - - - - 3/5 1/5 4/5 5/5
30 1/5 - 1/5 - 2/5 2/5 5/5 4/5
45 - - - - 1/2 1/5 3/4 1/5

60 1/5 1/5 2/5 2/5 2/5 2/5 2/5 2/5
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Alors que les souris produisent dés le 8™ jour aprés 'administration une réponse
poly-isotypique anti-TTc, la production d'anticorps spécifiques de la Sm28GST -est tardive
et hétérogéne. Tandis que certaines souris commencent a produire des IgA sériques
spécifiques de TTc dés 8 jours et que 60% des animaux présentent une réponse positive a
115, la réponse IgA anti-Sm28GST est différée, peu intense et concerne un faible nombre

d'animaux.

Réponse IgA intestinale

Lavages intestinaux
IgA anti-Sm28GST |  IgA anti-TTc
Jours

8 - -

15 - -

30 - 1/5
45 - 3/5

60 1/5 3/5

La réponse muqueuse spécifique de TTc apparait plus tardivement que son
homologue sérique soit & 30 jours, seule une souris sur cinq produit, a la fin de

l'expérimentation, des IgA intestinales anti-Sm28GST.

La possibilité¢ d'induire des réponses spécifiques de l'antigéne Sm28GST, malgré la
faible fréquence d'animaux répondeurs et la faible intensité nous a encouragés a évaluer la
sécrétion de cytokines par les splénocytes et les ganglions mésentériques des souris traitées
par rapport a des animaux naifs dont les cellules étaient restimulées de la méme maniére.
Deux cytokines, ITL-2 et I'TFN-y ont pu étre détectées, de maniére différentielle par rapport
aux souris saines lors d'une restimulation par TTc, la restimulation par I'antigéne Sm28GST

n'a pas conduit 3 la sécrétion d'interleukines.
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Face aux réelles difficultés que nous avons rencontrées dans linduction d'une -
réponse IgA spécifique de l'antigéne Sm28GST dans un modéle d'immunisation systémique
ou muqueux, nos approches se sont orientées sur le role inducteur des oeufs du schistosome
dans la réponse IgA observée au cours de l'infection murine par S. mansoni (article 1) et

sur leur potentiel polarisateur de la réponse cellulaire spécifique de I'antigéne Sm28GST.

2. Influence des facteurs parasitaires sur
'orientation cellulaire et isotypique vers 1I'IgA

Différents travaux ont démontré le rdle des oeufs dans la régulation négative du
profil Thl et linduction de la réponse Th2 observées au cours de la schistosomiase
expérimentale murine, effet exercé également a I'encontre d'antigénes non parasitaires. Ces
propriétés des oeufs sur la polarisation Th2, associ€es a l'importance des cytokines Th2
dans la différentiation et l'activation des lymphocytes B IgA" nous ont encouragés a évaluer
leur contribution a l'induction des réponses IgA sériques et intestinales, chez la souris

BALB/c infectée. Ces résultats sont présentés, en intégralité dans l'article 1.
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2.1. Role des antigénes d'oeufs dans I'induction de la réponse
IgA anti-Schistosoma mansoni

ARTICLE 1

O. Poulain-Godefroy, S. Gaubert, S. Lafitte, A. Capron et JM. Grzych

Immunoglobulin A response in murine schistosomiasis : Stimulatory role of egg

antigen

Infection and Immunity, 1996, 64, 763-768

Contexte : 1) Les IgA spécifiques de 'antigéne Sm28GST participent a
l'immunité protectrice anti-schistosome
2) Les oeufs du schistosome sont responsables de I'émergence du
profil Th2 et de la régulation négative du profil Thl
3) Les oeufs sont en contact avec les sites inducteurs du sytéme

immunitaire muqueux associé a l'intestin (GALT)

Questions posées : 1) Comment évoluent les réponses IgA sériques (par rapport aux
IgG) et IgA sécrétoires, chez la BALB/c infectée par S. mansoni ?

2) Quelle est la part des oeufs dans l'induction de la réponse IgA ?



Résultats - Partie I

INFECTION AND IMMUNITY. Mar. 1996, p. 763-768
0019-9567/96/504.00+0
Copyright © 1996. American Society for Microbiology

130
Vol. 64, No. 3

Immunoglobulin A Response in Murine Schistosomiasis:
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The immunoglobulin G (IgG) and IgA antibody responses to different Schistosoma mansoni antigens have
been determined in chronically infected mice as well as in unisexually infected animals. With a panel of
enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs), solubie antigens from furcocercariae, adult worms. and eggs
were probed with sera collected at 3-week intervals. Bisexually infected animals developed significant I2G and
IgA antibody responses to the antigens tested. which increased after egg deposition. In unisexual infections, no
significant differences were recorded in the [gG antibody profile for furcocercaria and aduit worm antigens.
whereas the IgA antibody response was impaired. Both the IgA and IgG antibody responses toward eag
antigens were reduced compared with those in a bisexual infection. Furthermore. a specific mucosal IgA
antibody response was observed only in the bisexually infected animals. Histological analysis performed on
bisexuaily infected mice led to the observation of eggs and granulomatous lesions within the Pever’s patch
foilicles, which are essential sites for the induction of mucosal immunity in the intestine. These data suggest
a relationship between egg deposition and the induction of the IgA antibody response toward schistosomes.

The role of immunoglobulin A (IgA) antibodies has been
widely investigated during the past decades in various bacte-
rial. viral. and parasitic infections. These studies have allowed
the identification of some of the functional properties ot this
isotype and indicated its participation in several mechanisms
involved either in host defense or in pathological events (24).
[gA antibodies were shown to inhibit antigen uptake (immune
exclusion), to inhibit complement fixation. to stimulate ceilular
cytotoxicity, and to facilitate antigen clearance (2). In different
parasitic diseases. IgA antibodies are associated with protec-
tion and participate in cvtotoxicity and moduiation of various
cell types (6. 7. 13. 14).

More recently. investigations of human schistosomiasis shed
new light upon unsuspected functions ot IgA antibodies. Par-
ticularly. IgA antibodies specific to a protective recombinant
Schistosoma mansoni antigen (glutathione-S-transferase:
Sm28GST) (1) were shown to inhibit significantly the enzy-
matic activity of this antigen and were associated with a reduc-
tion in the fecundity of schistosomes (8). These studies re-
vealed a paralle! between the age-dependent increase in IgA
antibody levels to Sm28GST and the acquisition of resistance
to reinfection. This suggested that IgA antibodies might par-
ticipate in the protective immune response against schistoso-
miasis.

S. mansoni is a helminthic parasite which produces eggs
while residing in the mesenteric vasculature and portal system
of the host. Euach worm pair continuously produces numerous
eggs. which pass through the intestinal wall for excretion in the
feces or are carried to the liver, where they induce pathology
caused by granuloma tormation and subsequent fibrosis. While
it has been known for a long time that parasite eggs are in close
contact with the gut-associated mucosal system, little interest
has been devoted to the analysis of the mucosal response in
schistosomiasis and in particular to the effects of egg stimulus

* Corresponding author. Mailing address: INSERM U167, [nstitut
Pasteur. | rue du Pr. Calmette. 39019 Lille Cedex. France. Phone: (33)
20 87 77 87. Fax: (33) 20 87 78 88.
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upon the expression of this immune response. To answer these
questions, and since [gA antibody represents a major compo-
nent of mucosal immunity. we monitored the appearance of
this isotype in serum and in gut washes both in mice harboring
normal bisexual infections (leading to the production of eggs)
and in animals carrving unisexual schistosome infections (all
male or female worms), in which parasite eggs are absent.

MATERIALS AND METHODS

Animals and parasites. Female BALB/c mice (6 weeks old at the beginning of
the experiment) were purchased from [ffa Credo (L'Arbresle. France). Nonin-
fected animals were kept as controls.

A Puerto Rican strain of 8. mansoni was maintained with Biomphaluria glu-
brata snails as intermediate hosts (bred in mineral water {St€ des Eaux de Volvic,
Volvic. France}) and golden hamsters as definitive hosts. Mice were infected by
percutanevus exposure of the abdominai skin 1o 25 cercanae.

Unisexual infections were performed with cercarize shed trom snalls intected
by a sinule miracidium. The unisexual nature of the infection was confirmed by
the absence of eggs in the feces and in the livers of the animais.

Aduit worms were recovered from H)-dav-intected hamsters by portal vein
pertusion (22).

Antigens. Soluble adult worm untigens (SWAP) were prepared trom adult
worms washed in phosphate-bufered saline (PBS). homogenized with an Ultra-
wrax (Janke ¢t Kunkel. IKA Labortechnik) for | min. disrupted by a 3-min
soaication {Labsonic U.. B. Braun). and ceatrifuged for 20 min ac [0.000 X g,
Cercaria antigens {FC) were prepared from cercariue washed in PBS ut +°C,
disrupted by 3 min of sonication. and centrifuged for [5 min ag 10.000 X g.

Soluble egy antigens (SEA) were extructed from homogenized eggs isolated
from the livers of H)-day-S. mansoni-intected hamsters. Briefly. frozen eygas were
distrupted by cight passages through an X-press (A.B. Biox. Jarfalla, Sweden).
and the soluble traction was cotlected after centrifugation tor 15 min at 1000} X

R

After protein concentrations were determined by the Bradtord method (Bio-
Rad Laboratories. Richmond. Calit.), antigenic preparations were sterilized by
passage through 0.22-um membrane filters.

Sample collection. Ether-anesthesized animals were bled and killed by cervical
dislocation. [ntestinal washes were performed as previously described (18).
BricHy. intestines were clamped below the cecum and then removed. Alter the
outside was rinsed with PBS. the intestines were perfused with 2 mi ot a solution
composed of 25 mM NaClL 40 mM Na,y$O,. 10 mM KCL 20 mM NaHCO.. 30
mM EDTA, and 162 my of polyethvlene glycol 3350 (Sigma Chemical Co.. St
Louis. Mo.) per mi. Soybean trypsin inhubitors (Sigma), .1 mwmi cach. and |
mM phenvimethylsulfonyl Huoride {PMSF) were udded. Washings were cleared
by two successive centritugations (500 < g tor {0 min at $°C and 10000 < g tor
11} tmin at 4°C). Supernatants were collected, supplemented with | mM PMSF.
and then stored at -20°C.
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FIG. . Evaluation ot [¢G antibody profiles to S. munsont antigen prepara-
tons in BALB/C mice serum after bisexual infection. Data correspoad to {0
animals per group (mean = staadard Jeviation (SDY).

Splezns were removed from infected mice, and single-cell suspensions were
prepared as previously described (9). Brietly. spleens were forced through tine
wire mesh. and splenic erythrocyies were [vsed by osmotic treatment (170 mM
Tris-butfered saline, 135 mM ammonium chioride solution) toilowed by three
washes in RPMI 164 (Giben, Courhevoie, Fraace). Cell viability was evaluated
hv trvpan biue dye exclusion. and 107 cells were resuspended in | mi of culture
medium (RPMI 16K) supplemented with (0 heat-inuctivated fetal calf serum
{JRH BivScicnces. Lenexa, Kans.|. gentamicin {50 pwmb: Schering-Plough. Le-
vallois-Perret. Frunce}, 2 mM giutamine {Scromed. Berlin., Germanyl, 177 non-
essential amino acids [Seromed). | mM sodium pyruvate [Sigmaj. and 3 < 10 7
M g-mercaprocthanol [Merck, Darmstadt. Germaav]). One mulliliter of cell
suspensiun was incubated alone ur in the presence of FC (10 pwmi). SWAP
(200 wemid), SEA (10 wwmi). or concanavalin A (3 pemi: Seromed) in 24-well
plates (Nunc. Roskilde. Deamark) at 37°C in an atmosphere contaimng 3% CO..
Supernatants were collected alter 24 b lor interleukin- ([L-$) measurement and
atter 72 h tor gamma nterteron (1FN-y) and 1L-3 assavs.

Reagents. Goat polveional anubodics to mouse (LA (Sigma) were hiotinviated
tor detection with: biotin=V-hydroxysuccinimide ester (Calbiochem. San Diego.
Calif.). Brietly. 2 my of yoat antbody to mouse fgA in | mi ot bicarbonate buiter
(0.1 M. pH 8.3} was incubated with {00 wy of bioun-Y-hvdroxysuccinimide ester
for 3 it at room wemperature. Unbouad brotin-V-hvdroxysucemimide eater was
removed by overnight dialysis aganst PBS. The cunjugate was ttrated betore
use. Biotnyiated goat polvclonal antibodies o mouse 1gG 1+ speeiicy were
purchased tfrom Sigma. The specificity of ann-lgA and anu-igG hiounviated
cunjuyates was assexsed on ditferent mice 112G and {eA monocdonal anubodices
{MAD): N0 cross-reactivity was abserved.

Cvtokine production was cvaivated by two-site enzyme-linked immunosorhent
assay (ELISA) with specific MAb w murine cvtokines, MAb were all purchused
trom PharMingen (San Diego. Calit.). Fur [FN-y detection. purified anti-1FN-y
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FI1G. 1. Evaluation of TgA antibody profites to S. /mansoni antigen prepara-
tions in BALB/c mice serum atter bisexual infection. Data correspond to 10
animals per group (mean = SD).

MAD R4-0A2 was used in combination with the biotnyiated anti-lFN-y MAD
XMG1-2. Purified anu-iL-< MADb and hiotinviated anti-{L-4 MAb were Jenved
tfrom clones BYD4-[D 11 and BYD&-23GL. respuctively. Punifed anu-1L-3 MAb
and biotinviated anti-1L-3 MAD were puritied from clones TRFKS and TRFK4,
respectively. Recombinant mouse (L4 (ril-4) and il were vbtined trom
PharMingen: recombinant mouse [FNey (flFN-v) was [rom Genzyme (Cum-
bridge. United Kingdom).

Quantification of immunoglobulins. To detect specific anubodies. ELISAS
were pertormed on Maxisourp plates (Nuac. Intermed 5. A, Denmark) coated
overmight at +°C with [0 wl of 4 S-pwmi soluton of ather SEA. SWAP. or FC
diluted in PBS per well. Total fgA or [wG was investigated under the same
conditions with 10 gl of 4 10-pwmi solution of anti-mouse [gA or mouse 1¢G
polvclonal antibodies diluted in PBS per wetl. After three washes with PBS-4.177
Tween 20, blocking of ynoccupied sites was pertormed with 0 wd of a (1.3
selatin soluton in PBS per well. Sumples were dituted {serum ditunons from 130
10 30000000 syt washes from 1210 L1HHn PBS-.177 Tween 201 Profabo)y and
were incubated un plates (100 wi per weil) vvernight at 4°C and washed three
times with PBS=.177 Tween 20, The plates were then incubated with drouny-
lated ann-mouse [ or (G antuserum (00 d perwell) for 1l at 37°C Atter
three winhes with PBS=L17 Twaeen 2. the plates were incubated with 100 0 ot
streptavidin-peroxidase conjugate (LI Amensham. Les Ulis, France) per
well tar 3 min at 37°C and developed with (-pheaviencdiamine dihvdrochlunde
substrate (1 memi) (Sigma). Thirty muinutes later. 100 o 2N HCT was added
o cach weil, and the absorbance ag 492 am was determined with an automated
microplate reader (Titertek Muitiskan: Labsystems ). The amount of ol lgA or
1eG anubody was evaluated by reterence 0 stndard curves constructed with
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FIG. 3. Comparative analysis of IgA antibody to S. mansoni antigen prepara-
tions in BALB/c mice gut washes after bisexual infection. Specific 1gA is expressed
as a percentage of total IgA. and data correspond to 10 animals per group (mean =
SD). The control bar represents the value obtained for uninfected mice.
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known amounts of mouse myeioma IgA (MOPC 313: Sigma) or mouse myeloma
IGix) (MOPC 21: Sigma). In our conditions. the detection limits of the ELISA
were (.1 ng/ml for IgA and 0.1 ngmi for IgG. The concentration of specific [gA
and [gG antibodies was defined by comparing the absorbance ubtained in the test
with a standard curve constructed with the myelomas IzA MOPC 315 and 1eG
MOQPC 21. Since it is difficult 10 standardize the collection of intestinal lavages,
the presence of specific IgA antibodies to schistosome antigens was evaluated as
a percentage of the total amount of nonspecific IgA.

Cytokine assays. Cytokine detection was performed on Maxisorp plates coated
overnight at 4°C with 100 pl of purified anticytokine MAD in coating buffer (0.1
M NuHCO,;. 0.1 M NaaCO,, pH 9.6) per well at 2 wymi. 0.25 wwml. and | pgmi
for the anti-IFN-y MAD, anti-IL-4 MAb. and anti-IL-5 MAb. respectively. After
one wash in PBS~0.19% Tween 20, unoccupied sites were blocked with 200 wl of
PBS-0.5% gelatin per well for | h. After threc washes with PBS-Tween, super-
natants were added and incubated overnight at 4°C: the plates were washed and
incubated for 90 min at 37°C with biotinylated anticytokine MAb (100 ul per
well) diluted in PBS={).197. Tween 20 at 0.4 pwml. (125 pgml, and 0.5 wymi for
biotinyiated anti-IFN-y. antiIL~. and anti-[L-5 MAb. respectively. Amplitica-
tion and detection were performed as previously described tor immunogiobulin
quantification. Cvtokine levels were calculated by reference 1o standurd curves
constructed with known amounts of recombinamt purified cvtokines difuted in
culture medium. Values ranged berween (11 and 1) ngrmli for IL-3 and IFN-y and
20 10 1.250 pgrml for 1L

Histological studies. Samples of intestine from infected mice were fixed in 45
paraformaidehyde. dehvdrated. and embedded in paraffin. Sections (4 um) were
stained with hematoxylin (Merck),

RESULTS

Analysis of IgG and IgA antibody responses. Mice were
infected with only 25 cercariae in order to keep them alive for
a protracted period. Every 3 weeks, mice were bled and gut
washes were performed.

The total amounts of 1gG and IgA as well as the specific IgG
and IgA antibody responses have been determined. We ob-
served an increase in production of I1gG from week 8 (2 mg/ml)
to the end of the experiment (8 mg/ml) compared with the
control (0.5 mg/ml). For IgA. a similar increase was recorded.
from 20 ug/ml at week 8 to 170 pgmli at week 18.

The results summarized in Fig. 1 and 2 represent the time
course of the serum IgG and IgA antibody responses during a
bisexual chronic infection. 1gG antibodies to FC and SWAP
were detected from the 6th week after infection and then
increased until the 18th week (Fig. 1A and B). Significant
amounts of IgG antibody to SEA were observed after 9 weeks
(Fig. 1C). The analysis of the specific serum IgA antibody

TABLE . Comparative analysis of specific IgG and IgA antibodies in sera to different stage-specific antigens in bisexual and unisexual
infections by S. mansoni*

1eG (ug/mi) 1A (ngmt) o
Antigen Wk postinfection - - Significance” - Significance”
N Bisexual Unisexual Bisexuai Unisexual
FC 3 0 0 NS 0 i} NS
6 15=2 10=3 NS 0 96 = 41 NS
9 - 23=4 30=1 NS 1.794 = 334 12 =94 ok
12 73 =11 33=5 NS 2520 = 477 35=32 ®
13 161 = 40 586 * 2.245 = 385 117=0 ok
SWAP 3 ] 0 NS 0 0 NS
6 21=2 25=4 NS 0 11=32 NS
9 I5=5 624 o 233 £ 108 82 =20 NS
12 80 =7 56 =10 NS 623 =178 53=z0 *
L3 116 = 17 89 =8 NS 801 = 256 0 -
SEA 3 0 0 NS V] 0 NS
6 0 0 NS 0 48 = 31 NS
9 75=8 38=6 * 4609 = 515 29 = 102 ukH
12 122=6 28=x7 o 6.130 = 382 9=0 il
13 1.078 = 75 47=6 —- 5760 = 723 0 o

“ Values are means = standard deviation for groups of 4 to 10 animais.

PNS. P > 0,05 % P < 0.03: == P < (L0US: ===, P < 0.0005 for bisexual versus unisexual infections by Student’s ¢ test.
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TABLE 2. Comparative analysis of specific [gA antibodies in gut
washes to diferent stage-specific antigens in bisexual and
unisexual infections by S. mansoni

Seecrtic (gAY (72 ot total [gA)

Antigen

Bisexual Unisexual Control
FC 0.387 = 0038 (===)  0.041 = 0.009 (NS} D031 = 005
SWAP  0.306 = 1L0S8 (===)  1.035 = 0.U06 (NSY 0024 = 0.002
SEA 1197 = 0,173 (=) 0041 = 0.014(NS) 11033 = 0.003

“ Ratio between speciiic [gA anubody and tocal [gA. Values ire means =
standard deviation tor groups of 4 to [0 animals. NS, 2 > 0.03: <« £ < (L3 =,
P NS mm P < OUNNDS versus concrol by Students ¢ test.

response to the three different preparations of S. mansoni
antigens (Fig. 2) indicates a similar appearance of this isotype
(9 weeks) compared with [gG. In both cases. antibody re-
sponses to SEA were higher and seemed to remain stable,
while wider Huctuations toward FC und SWAP were vbserved.
Globally. infected animals progressively developed the IgG
antibody respunse berween weeks 6 and 2. whereas the ap-
pearance of the [gA antibody response is noticed at Y weeks,
The analysis carried out on the gut washes collected trom these
animais ullowed us to tollow the production of specific secre-
tory IgA to the same antigens. As shown in Fig. 3. secretory
lgA to FC. SWAP. and SEA was detected at different periods
after infection. with a higher signal for egg-associated antigens.
For SEA. specific secretory [gA represents [.3% (wesk 13) of
the total [gA contained in the samples. while lower amounts
(0.8 at week |8 und 0.3%% at week 9) were obtained for FC
and SWAP. According to the detection limit of our test. weak
but significant [gA antibody responses were detectabie cartier
in the gut washes than in serum samples.

Quantification of specific [gG and IgA antibodies during
unisexual infections. Unisexual infections were performed in
different groups of mice with cercariae from snails infected
with one miracidium. Mice were bled every 3 weeks. The an-
imals were then killed. and gut washes were pertformed.

The analysis of the IgG and IgA antibody responses to the
different stage-specific antigens is summarized in Table L.
These data indicate differences in the development of the
antibody response between bisexual and unisexual infections.
Globally. berween the 3rd and 6th weeks postinfection. the
levels of [gG and IgA are comparable. Thereafter. obvious
differences were recorded in specific [gA levels for FC and
SWAP between unisexual and bisexual infections. When re-
sponses toward SEA were meusured. higher levels of [¢G and
[gA antibodies were found in bisexually infected mice after 6
weeks. Concomitantly. in unisexually infected animals. the
levet of specific IgA. expressed as a percentage of total [gA in
the gut washes. was dramatically reduced to near the back-
ground values observed in control mice (Table 2).

Cytokine production. The foilow-up study of cytokine pro-
duction by antigen-stimulated splenocytes collected from in-
fected mice, summarized in Fig. 4. indicates that significant
production of [L~+ and [L-3 coincides with the beginning of
egg deposition (6 to 8 weeks after the initial cercarial expo-
sure), whereus during the same period. the production of
[FN-y dramatically decreases.

Analysis of gut-associated lymphoid tissue. Since Pever's
patches are the essential site of mucosal [gA antibody induc-
tion in the yut. histological analyses were carried out on dif-
ferent samples collected from infected mice. Schistosome eggs
were found in the mucosa as well us in the Pever's patches from
9 weeks to the end of the experiments. Figure 3 shows a
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FIG. 4. Cyvtokine production by spleen cells from bisexually infected BALB/c
mice. Cels trom infected mice were sumulated with FC (1K) wgmi). SWAP 1200
wwmid), or SEA (10 pemi). and cytokine levels in cuiture supernatants were
evaluated. Means ( = SD) of duplicate analyses of supernatants tor tive individual
mice ar¢ presented.

lymphoid follicle of a mouse 21 weeks after infection in which
there ure several eggs surrounded by u granuloma-like struc-
ture.

DISCUSSION

The comparative analysis of the [gA and [gG antibody re-
sponases toward schistosome antigens indicated differences. in
the levels of these two classes during the time course of uni-
and bisexual infections. Egg burden was evaluated: no egg was
found in unisexual infection either in feces or in the liver (data
not shown). Betore egg deposition. the two groups developed
a similar [gG and [gA response against FC. SEA. and SWAP.
Significant ditferences appeared thereatter in the levels of [gA
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FIG. 3. Cross section of a lymphoid follicle of a Pever's patch of u 21-week-S. mansoni-infected mouse. F. follicle: arrowheads. eggs: V. vitlosity. Bar. 30 pm.

antibodies between uni- and bisexual infections. These data
suggest that eggs or egg-associated antigens could be respon-
sible for the induction of an [gA antibody response to schisto-
somes. This hypothesis takes into account previous observa-
tions which emphasize the role of eggs in the upregulation of
the Th-2 response. accompanied by a downreguiation of the
Th-1 response (9. 20). This T-cell polarization leads to the
production of type 2 cvtokines. e.g.. [L-. [L-3. and IL-10. that
induce the proliferation of B cells and the expression of a
specific isotype profile (16. 17). In the mouse model. the role of
IL-¥ and IL-5 has been refated to the maturation of IgA-
expressing cells to IgA-secreting cells (12).

In our experiments performed in BALB/c mice. the Th-1
and Th-2 profiles (evaluated on the basis of [FN-y and IL-4
and [L-5 production) are comparabie to those previously re-
ported in the literature for other strains (9). We observed a
downregulation of IFN-y production and a marked increase in
[L-4 and IL-5 release coinciding with the beginning of egg
deposition. This phenomenon is accompanied by a significant
increase in the [gG1 antibody response (associated with Th-2)
to the schistosome antigens. whereas the signal detected for
1gGla (associated with Th-1) remains very weak. near the
background level (data not shown). These observations
strongly support the hypothesis that in schistosomiasis. eggs
might represent an essential factor for installation of the IgA
antibody responses via the induction of appropriate cvtokines.
More precisely. it appears that the potentiating effect for this
tvpe 1 response is essentiaily driven by an oligosaccharide

structure largely expressed in eggs (25). Furthermore, it has
been reported (11) that SEA may express a polarizing activiry
on nonparasitic antigens like sperm whale myoglobin. which is
known to induce the characteristic type 1 response. In our
model. this phenomenon would expiain the major differences
recorded in the levels of specific IgA to furcocercana and aduit
worm antigens between uni- and bisexual infections. whereas.
giobally. 1gG antibody responses to the same antigens were
similar. Furthermore. in both groups. the analysis of the mu-
cosal IgA antibody response indicates a correlation berween
the levels of 1gA antibodies in serum and in gut washes.

l¢A antibodies represent a major component of the mucosal
immune response (24), and Peyer's patches are the most stud-
ied IgA inductive sites (15). They consist of several folilicles
displaving a dome region. mostly constituted of lymphocytes
and macrophages. covered by an epithelium expressing M cells
specialized in the uptake and transport of lumenal antigen
(19). Follicle cells are organized around a follicle germinal
center. a site of active cell proliferation. [L-5 secreted by an-
tigen-activated type 2 cells induces B cells to proliferate and to
migrate into germinal centers. In response to [L-4. [L-3. [L-6.
and transforming growth factor 8. which are also produced by
type 2 cells. B lvmphobtasts express surface [gA molecules as a
result of a class switch (10. 13). Afterwards, [gA™ cells leave
the follicle. enter the circulation. and migrate to mucosai sites.
where thev differentiate into [gA plasmocvtes.

We observed eggs inside the follicles of Peyer’s patches (Fig.
4). Since living eggs continuously release antigens which may
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locally activate presenting cells. T cells, and B cells in the
follicle, this can lead to a strong IgA response. Thus. one can
suppose that the IgA antibody response reflects the initial
stimulation of the gut-associated lymphoid tissue bv egg-asso-
ciated antigens, followed by plasmocyte migration. The unex-
plained early but slight IgA response in gut washes could
correspond to an initial IgA induction by parasites in other
sites before oviposition. Cercariae penetrate the host through
the skin and reach the lung as schistosomula within a few days
after the initial exposure. As the larvae are in close contact
with the lung immune system, a primary stimulation would
occur. The IgA response in the gut could be explained by
taking into account the fact that activated lymphocvtes derived
from one mucosal surface can circulate and relocalize selec-
tively to other mucosal surtaces (3). Such an induction of [gA
secretion has already been reported in Toxocara canis and
Nipposmrongylus brasiliensis infections during the migration of
parasite larvae through the lung (3. 21) but not in chronically
S. mansoni-intected mice (4). The discrepancies observed be-
tween our data and those already published mav be related
simply to the limits of detection of the methods. [n our hands.
the use of biotin-streptavidin allows a limit of detection of 0.1
ng/mi. compared with the 42 ng/ml reported by Crabtree et al.
{4).

Despite the interest of these observations. it sezms difficult
at this time to evaluate the effect of these [gA antibodies on the
outcome of the parasite infection. Nevertheless. in schistosome
infections, IgA antibodies have already been reported to be
involved in the induction of cytotoxicity towards schistosomula
in the presence of eosinophils (7). Furthermore. in humans.
IgA antibodies to Sm28GST have been refated in vitro to other
effector functions. such as inhibition of enzymatic activity. in-
hibition of egg laying, and impairment of egg viability (8),
unless the mechanisms by which this isotype acts are still un-
elucidated. The particular properties of [gA could have deep
consequences on the development of a vaccine by preventing
the limitation of egg deposition. the expression of the related
pathology. and transmission of the infection. It thus appears to
be essential to further analyze the real functions of this isotype
both at a svstemic and at a local level. In this context. murine
schistosome infection could be considered an appropriate
model to investigate and understand the mechanisms involve
in the regulation of mucosal immune responses. since it is
generally admitted that human IgA physiology is close to
mouse [gA physiofogy (23). In particular. no blood-to-bile IgA
transport occurs in either humans or mice. while there is very
active transport in rats (24).
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Les travaux rapportés dans cet article nous ont permis de conclure que :

1) avant la ponte des oeufs, les réponses IgG et IgA sont de méme intensité chez les

animaux infectés de maniére monosexuée ou bisexuée,

2) les réponses IgG et IgA augmentent trés fortement apres 'oviposition,

3) en absence d'oeufs, chez les animaux soumis & une infection monosexuée, les
réponses IgA sériques et intestinales spécifiques des différents stades parasitaires

sont trés réduites.

Ces observations suggérent donc que paralielement a leur rdle polarisateur de la
réponse Th2, les antigénes associés aux oeufs du schistosome stimulent la production dTgA

de spécificité parasitaire.

2.2. Interleukines et orientation isotypique dans l'infection

monosexuée

Nous nous sommes intéressés a décrire le profil d'interleukines ainsi que les réponses
anticorps associés & une infection monosexuée par rapport & une infection classique
bisexuée, a trois temps de la cinétique : a la semaine 4 (S4) ou les femelles ne pondent pas
encore, a la S8 ou l'oviposition est bien établie et plus tardivement & la S11. Cette analyse a

été réalisée en tenant compte du genre de l'infection, vers méles ou vers femelles.
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2.2.1. Réponse anticorps dans l'infection monosexuée

Réponse sérique
IgA anti-SEA IgA anti-SWAP
3
T
. 2
S |
a
O i i
0 4 8 12
Semaines post-infection
Réponse muqueuse
IgA anti-SEA IgA anti-SWAP
4 0,75
T
T
4 8 1

Semaines post-infection

—@— Bisexuées — @ — Femelles —e— Mailes

L'analyse des réponses sériques et muqueuses chez les animaux infectés de maniere
monosexuée confirme les résultats présentés dans l'article 1 et l'absence d'IgA chez les
animaux qui ne présentent pas d'oeufs. Les vers males ou les vers femelles, indépendamment
du genre, n'induisent pas la sécrétion d'IgA anti-SWAP ou anti-SEA. L'étude des sous-
classes d'isotype IgG dans les sérums (résultats non présentés) révéle la prépondérance des
IgG1 sur les IgG2b, a la S8 comme a la S11 ainsi que I'émergence tardive d'IgG3
spécifiques du SEA (S11). Cette distribution des sous classes d'isotype G est observée chez
les animaux infectés de maniére bisexuée ou monosexuée, avec la méme intensité entre les

trois groupes.
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2.2.2. Production de cytokines en réponse aux antigénes parasitaires

Les graphes ci-dessous illustrent la sécrétion d'interleukines par les splénocytes de
BALB/c qui hébergent soit des couples de vers, soit des vers males ou des vers femelles.
Les cellules ont été stimulées par différentes préparations antigéniques (SWAP, SEA ou

ConA)

2.2.2.1. Cytokines Thl

SWAP SEA ConA
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Semaines post-infection
Bisexuées Femelles [7] Males
D'une maniére générale, la production d'IL-2 est maximale dans les trois types
d'infection a la S4 avec une sécrétion plus forte chez les souris portant une infection
bisexuée et elle décroit avec le temps. Cette diminution des taux d'IL-2 sécrétés est plus
marquée chez les souris infectées par des males, comparées aux femelles. Les antigénes de
vers adultes entrainent une sécrétion plus importante d'IL-2 que les antigénes associ€s aux
ceufs. Sous l'effet non spécifique de la ConA, les souris "bisexuées" produisent des taux

beaucoup plus faibles d'IL-2 que les souris "monosexuées” (350 contre 1000U/ml).
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Au cours de l'infection, nous détectons la présence d'IFN-y dans les surnageants de
culture des trois types d'infection. Cette production est constante en réponse a la ConA chez
les animaux infectés de maniére monosexuée alors qu'elle diminue avec l'évolution de
l'infection chez les animaux "bisexués". Une production importante et tardive d'TFN-y est

rapportée dans le cas d'une infection par les vers femelles.

2.2.2.2. Cytokines Th2
SWAP SEA ConA
IL-4 A]
E i B 05 =

-
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L'évolution de la réponse IL-4 (graphes A et B) est semblable, dans nos conditions
expérimentales, a celle déja décrite dans une autre souche de souris et indique a la S8, chez
la souris "bisexuée", un pic d'IL-4 en réponse au SWAP et au SEA. Cette augmentation tres
marquée au moment de l'oviposition n'est pas observée chez les animaux "monosexués

males ou femelles" qui expriment des taux constants similaires et faibles.
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La production d'IL-5 suite a une restimulation par le SEA (graphe E) est maximale a
la S8 chez les animaux bisexués et supérieure a celle des souris monosexuges.
Curieusement, cette production plus faible chez les animaux monosexués n'est pas rapportée
dans le cas d'une restimulation par le SWAP ou les souris monosexuées femelles présentent
des taux comparables a ceux observés dans l'infection classique (graphe D). De plus, ces
taux sont trés supérieurs a ceux des souris "monosexués" maéles. Cette différence d'intensité
entre infection male et infection femelle est également observable tardivement a la S11.
Cette capacité plus grande a produire de I'TL-5 observée chez les souris infectées par des
vers femelles est retrouvée sous l'effet de la ConA (1,59 ng/ml versus 0,37 pour les souris
"monosexuées" males, a S8)

L'étude de la production d'IL-10 en réponse aux antigénes parasitaires (graphes G,
H, I) révéle une sécrétion dés la S4 dans les trois groupes concernés et des taux beaucoup
plus élevés chez la souris infectée par des vers femelles. A la S8, les 2 autres types
d'infection conduisent & des taux maximums et similaires & ceux des souris monosexuées
femelles. La stimulation mitogénique refléte ces observations et confirme les taux supérieurs

observés des la S4 chez les animaux infectés par des femelles.

2.3. Les antigénes associés aux oeufs, polarisation de la réponse
cellulaire spécifique de I'antigéne Sm28GST

Différents arguments tels que le role des oeufs dans l'induction de la réponse IgA, la
sécrétion de cytokines Th2 ainsi que l'expression tardive (S14) dTgA anti-Sm28GST au
cours de la schistosomiase expérimentale murine (résultats non présentés) nous ont incités a
évaluer l'effet d'une administration d'oeufs ou de leurs antigénes associés sur la production
d'IgA anti-Sm28GST chez la BALB/c, dans les protocoles d'immunisation parentérale

décritsen 1.1.
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2.3.1. Incidence des oeufs sur la réponse isotypique spécifique de

I'antigéne Sm28GST
J 15 J 120
BALB/¢ i i !
naive T Saignées
Voie sous-cutanée
10 pg Sm28GST/ACF
Pas de rappel = Groupe P28

5000 Oeufs vivants = Groupe P28 / OQeufs

Suite a l'administration d'oeufs par voie sous-cutanée 15 jours apres linjection

parentérale de la Sm28GST, nous avons suivi le profil isotypique et la réponse IgA

spécifiques de l'antigéne Sm28GST.
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Seule une légére augmentation des IgG1 anti-Sm28GST transparait dans le groupe
ayant recu les oeufs en seconde injection. Dans l'ensemble, la qualit¢ de la réponse
isotypique n'est pas modifiée et l'analyse de la réponse IgA ne révele pas d'anticorps

spécfiques de l'antigéne Sm28GST dans les sérums des deux groupes d'intéréts.

2.3.2. Incidence des oeufs et de leurs antigénes associés sur la réponse

cellulaire spécifique de I'antigéne Sm28GST

Le méme protocole d'administration est appliqué, avec un groupe supplémentaire qui

recoit 50ug de SEA, sans adjuvant.

{ -
Jo J15 J 21
BALB/c l i i
naive
T f r
Voie sous-cutanée Rate
10 pg Sm28GST/ACF Ganglions inguinaux

2,5 pg Sm28GST = Groupe P28/ P28
Sans adjuvant { 50 pg SEA = Groupe P28 / SEA
5000 Oeufs vivants = Groupe P28 / Oeufs
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L'analyse du profil de cytokines est réalisée a partir de splénocytes ou de cellules
provenant des ganglions inguinaux, drainant le site d'injection, stimulés in vitro par
l'antigene Sm28GST. Alors que la production d'IFN-y est peu affectée dans la rate et qu'elle
décroit dans les cellules ganglionnaires des animaux ayant recu des oeufs vivants, on
rapporte une production faible d'TL-2 liée a l'administration des oeufs. Les cytokines Th2
sont, par contre, particulierement augmentées par l'administration sous-cutanée de SEA ou

d'oeufs. Aussi, l'injection d'oeufs vivants conduit-elle a la détection d'IL-4 dans la rate des
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animaux traités. L'injection de SEA entraine une sécrétion plus élevée d'TL-5 dans la rate et
une augmentation trés forte de la production dans les ganglions drainants par rapport aux
souris ayant uniquement recu l'antigéne Sm28GST (x46). Parall¢lement, les taux dTL-10

augmentent également, a la fois dans la rate et dans les ganglions.

Ces résultats, représentatifs de plusieurs expériences, démontrent dans un systéme
d'immunisation les effets potentiateurs des antigénes d'oeufs sur la réponse Th2 propre a

l'antigéne Sm28GST.
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Réle des lymphocytes B1 (B CD5")

dans I'immunité anti-schistosome

Plusieurs observations réalisées dans le modéle murin nous ont conduits a évaluer

l'implication des lymphocytes B non conventionnels dans I'immunité anti-schistosome.
D'une part, les réponses cellulaires, au cours de la schistosomiase commutent d'un profil de
cytokines Thl vers un profil Th2, suite & lapparition des oeufs. Parmi les facteurs
responsables de ce changement, les oeufs et plus particulierement les antigénes glycanniques
(Lacto-N-fupentaose) induisent la production dTL-10 par les cellules B. L'TL-10, cytokine
régulatrice des populations T auxiliaires est produite par de nombreux types cellulaires.
Parmi les lymphocytes B, les lymphocytes non conventionnels ou Bl représentent la plus
grande source d'TL-10. L'expansion de cette population Bl, peu documentée dans les
pathologies infectieuses, est dépendante d'un contexte Th2. L'TL-10, de maniére autocrine et
paracrine, ainsi que ITL-5, de maniére paracrine, sont des facteurs essentiels a leur
développement et a leur maintien. La source potentielle dTL-10 que représentent les
lymphocytes B1 ainsi que leur dépendance vis a vis des cytokines Th2, trés exprimées dans
la schistosomiase apres l'oviposition, ont justifié notre intérét pour cette population mineure
de lymphocytes et leur évolution et implication dans les mécanismes immunitaires associés a
l'infection par S. mansoni.

La deuxiéme motivation & notre étude découle des travaux présentés dans
lintroduction de cette thése concernant l'origine non conventionnelle de 50% des
plasmocytes a IgA de la muqueuse intestinale. Notre intérét a étudier les paramétres
impliqués dans la réponse IgA intestinale associée 4 la présence des oeufs nous a
implicitement conduits & évaluer l'implication des lymphocytes B1 péritonéaux dans cette

réponse muqueuse.
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1. Role des lymphocytes B péritonéaux dans
I'immunité muqueuse spécifique du
schistosome

L'étude de la possible implication des lymphocytes B1 dans I'immunité muqueuse
spécifique du schistosome nécessitait, en pré-requis, I'analyse cinétique de I'évolution de

cette population distincte de lymphocytes au cours de I'nfection par S.mansoni.

1.1. Evolution comparée des lymphocytes de la cavité
péritonéale au cours de l'infection par S. mansoni

Cette étude a été réalisée par cytométrie en flux. Les lymphocytes BCD5" ont été
quantifiés parmi les autres types cellulaires, au sein de la rate, des ganglions mésentériques
(Gg mésent.) qui sont les ganglions drainant le GALT et de la cavité péritonéale (Perc) qui,
rappelons-le, représente le compartiment lymphoide le plus riche en lymphocytes B CD5".
La cinétique a ét€ conduite pendant 10 semaines aprés linfection, sur 4 souris
individuellement en ce qui concerne les marquages sur les cellules de la cavité péritonéale,
et sur le pool des 4 animaux pour la rate et les ganglions mésentériques. A chaque
prélévement, 4 souris controles non infectées ont été traitées de la méme maniére. Les
résultats observés pour chaque contrdle et a chaque point de la cinétique sont représentés,
en annexe p , sous la forme d’une moyenne, du fait de leur faible variabilité avec 1’age.

Les lymphocytes B CD5" sont sélectionnés par l'expression forte des IgM et faible
du CDS : IgM"# CD5",

Les lymphocytes B totaux regroupent toutes les cellules qui expriment les IgM :
IgM"# CD5"" (B CD5"), IgM"™" CD5™", IgM '°¥ *%i¢" CD5" (BCD5).

Les lymphocytes T sont sub-divisés en fonction de I'expression du CD4 ou du CD8.
Les lymphocytes T totaux correspondent aux nombres de lymphocytes T CD4” et T CD8"

additionnés
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1.1.1. Les lymphocytes totaux
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L'infection par S.mansoni entraine une augmentation trés importante du nombre de
lymphocytes B et T dans tous les organes. Le nombre des lymphocytes péritonéaux atteint
un maximum 8 semaines apres l'infection (S8) ou il est multiplié par 6 par rapport aux
contrdles non infectés (présentés en annexe p165) puis il diminue a la S10, tout en restant
trés supérieur au taux de base. L’activation des populations lymphocytaires est polyclonale
et les lymphocytes T augmentent également de 3 fois par rapport aux controles. Ce
phénomeéne d’amplification est rapporté pour les ganglions mésentériques et la rate, bien
qu’il soit plus progressif. Les ganglions mésentériques présentent un plateau entre la S6 et la
S8. Dans cet organe, ce sont les lymphocytes B qui s'accroissent le plus en nombre (3,5 x
contrdles) alors que le nombre de lymphocytes T n’est pas tout a fait doublé. Apres 6
semaines, le nombre de lymphocytes B diminue progressivement pour revenir a un niveau
de base. Dans la rate, ce nombre atteint un maximum a la S8. Il est important de rappeler, et
cela est présenté en annexe, que la répartition des lymphocytes d'une souris naive varie
selon l'organe étudi€, ainsi, la rate contient le méme nombre de lymphocytes B que de
lymphocytes T, les ganglions mésentériques ont plus de T que de B et inversement, la cavité
péritonéale contient un plus grand nombre de lymphocytes B. D'autre part, les lymphocytes
B CDS5" d'une souris controle représentent 32,4% des lymphocytes B de la cavité
péritonéale alors qu'ils ne sont représentés qu'a 1,5% et 0,5% dans la rate et les ganglions

mésentériques respectivement. Dans la cavité péritonéale, il faut noter I’expansion trés

[
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importante, au cours de I’infection surtout apres la S6, d’une population non lymphocytaire
composée de cellules de grande taille granuleuse qui peuvent correspondre aux
macrophages. Ces cellules quantifiées sous le nom "d'autres cellules" (voir annexe p165)
peuvent représenter jusqu’a 40% du nombre de cellules totales de la cavité a la S8 et n’ont
pas été considérées lors de I’acquisition par FAC’S. Dans la rate et les ganglions
mésentériques, cette population est beaucoup plus discréte et ne dépasse pas les 10% au

maximum a la S8.

1.1.2. Les lymphocytes T
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Le nombre de lymphocytes T dans la cavité péritonéale atteint un pic a la S8 et
semble décroitre ensuite dans son ensemble. Alors que le nombre de lymphocytes T CD4"
chute aprés la S8, seuls les lymphocytes CD8" continuent a se multiplier progressivement
jusqu’a atteindre 5 fois le nombre de lymphocytes T CD8" présents chez les contrdles ou a
la S2. Cette expansion continue des lymphocytes T CD8" n’est pas observée ni dans la rate
ni dans les ganglions mésentériques qui voient leur nombre de lymphocytes T atteindre un
maximum plus tot , dés la S4 aprés I'infection, se maintenir pendant 4 semaines et chuter
apres la S8 que ce soit pour les T CD4" ou les T CD8". Dans les ganglions mésentériques,

ces deux populations reviennent a un taux identique a celui des controles ou de la S2.
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1.1.3. Les lymphocytes B CD5"
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Dans la cavité péritonéale, les lymphocytes B conventionnels CD5™ augmentent des
la S4 ( 2x contrdles) et atteignent a la S8 huit fois le nombre des lymphocytes B
conventionnels des souris contrdles puis diminuent ensuite. Paralléelement, les lymphocytes
B1 augmentent et atteignent un maximum a la S6 avant I’expansion complete des
lymphocytes conventionnels et leur nombre diminue puis se stabilise tandis que les
lymphocytes B2 continuent a augmenter a la S8. L’évolution des deux populations de
lymphocytes B est comparable dans les ganglions mésentériques, a I’exception prés que les
deux types de lymphocytes B atteignent un maximum ensembles a la S6. Les lymphocytes
B1 dans les ganglions mésentériques accusent une chute aprés la S6 et se stabilisent (3 x
contrdles) alors que les cellules B2 décroissent en continu pour rejoindre des proportions
semblables a celles des souris non infectées. L’analyse des populations B dans la rate révéle
des différences importantes. Les lymphocytes B proliférent rapidement pour atteindre un
plateau dés la S6. L’évolution des lymphocytes B CD5" fluctue. Comme dans le cas de la
cavité péritonéale et des ganglions mésentériques, on observe un pic a la S6 (4 x contrdles)

puis leur nombre diminue pour dépasser a S10 (6 x contrdles) le nombre observé a la S6.

L’analyse évolutive des populations lymphocytaires révele donc une expansion
clonale de tous les types lymphocytaires, dans les trois compartiments étudiés. Les

lymphocytes B CD5" augmentent dans tous les organes mais leur évolution différe des
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lymphocytes B conventionnels, soit dans leur apparition (pic d’expansion plus précoce dans -
la cavité péritonéale), soit dans leur cinétique avec une stabilisation de leur nombre dans les -
ganglions mésentériques alors que les lymphocytes B conventionnels reviennent a un niveau

basal, ou une augmentation dans la rate.

1.2. Lymphocytes B péritonéaux et réponse IgA
mugqueuse intestinale

Aprés avoir suivi 'évolution des lymphocytes B CD5" pendant linfection par S.
mansoni et remarqué leur expansion maximale juste aprés l'apparition des oeufs (qui a lieu &
la S5), nous avons réalisé diverses expériences, in vitro en premier lieu, afin de montrer que
les lymphocytes péritonéaux des souris infectées peuvent se différencier en cellules
productrices d'IgA. Par la suite, I'obtention de souris Xid, déficientes en cellules B CD5"
nous a permis, par défaut, d'approcher in vivo la participation de ces lymphocytes a la

production d'IgA intestinales.

1.2.1. Production d’IgA in vitro

1.2.1.1. Sécrétion d'IgA totales

Graphe A

Nous avons prélevé des cellules PerC sur des BALB/c infectées depuis 7,5 semaines
que nous avons cultivées soit uniquement dans le milieu, soit en présence de LPS ou
d'antigénes d'oeufs (SEA). Aprés 5 jours, les taux d'immunoglobulines non spécifiques ont
¢été analysés (graphe A, expérience représentative de plusieurs expériences réalisées toujours

aprés l'apparition des oeufs).
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Graphe B
Les lymphocytes B totaux de la cavité péritonéale (S10 post-infection) ont été
enrichis par sélection négative a partir de cellules PerC platées 20' a 37°C afin d'éliminer en
partie les macrophages et déplétées ensuite en lymphocytes T par la technique du MAC'S.
La population enrichie a été mise en contact pendant 5 jours avec différentes cytokines

reconnues pour leur effet "helper" sur la production d'IgA.

Production d'Ig Influence des cytokines
par les PercB sur la production d'IgA
Milieu
SEA 58
12
HL-2+1L-5
IL-4+1L-5 558 s
IL-6
IL-10

Milieu

IgG totales B I2A totales

Les lymphocytes de la cavité péritonéale sont capables de produire des IgA et des
IgG totales (et une quantité tres importante d'IgM, résultats non présentés). Cette
production a lieu spontanément et elle est accrue lors de la stimulation mitogénique par le
LPS ou lors du contact avec les antigénes parasitaires. La stimulation par un antigéne
irrelevant (toxoplasmose) ne conduit pas a une augmentation de la sécrétion de la
production d'anticorps par rapport au milieu (résultats non présentes).

L'addition d'interleukines a des effets "helper" sur la différentiation ou la sécrétion
d'IgA totales. Seule, 'IL-5 n'a pas d'incidence sur la production d'IgA totales alors que cette
cytokine agit en synergie avec I'L-4. La sécretion d'IgA est également potentialisée en

présence d'IL-6.
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1.2.1.2. Production d'IgA spécifiques de S. mansoni

Les PerC de BALB/c infectées depuis 6 semaines ont €té cultivées pendant 5 jours
simplement dans le milieu ou en présence de SEA ou de SWAP. A J5, les cellules sont
lavées afin de retirer l'antigéne, et les anticorps nouvellement synthétisés pendant 2 jours

sont dosés dans les surnageants.

Production d'Ig spécifiques de S.mansoni
Perc BALB/c infectées S6

IgA IgM

0,8

0,6 -

0.4 -

D.O

0,2 -

Milien SWAP SEA Milieu SWAP SEA Milieu SWAP SEA

B anti-SWAP anti-SEA

Production d'IgA spécifiques du SEA
Perc BALB/c infectées / Controles
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Les 3 graphes A, B et C mettent en évidence la synthése d'anticorps spécifiques du
parasite, avec une prédominance des immunoglobulines dirigées contre le SEA. L'isotype
majeur est constitué d'IgM. La stimulation par le SWAP permet la détection de taux plus

importants d'IgA spécifiques du SEA que la stimulation par les antigénes homologues. Le
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graphe D représente la production d'IgA spécifiques du SEA dans les surnageants de PerC
stimulés par le SEA, qu'ils proviennent d'animaux infectés ou non infectés (contrdles).
L'absence de sécrétion d'IgA spécifiques du parasite exclut la possibilité d'une sensibilisation

in vitro des lymphocytes.

1.2.2. Production d’IgA in vivo

La premiere évidence in vivo de la participation des lymphocytes péritonéaux dans la
production d'IgA muqueuses provient d'expériences d'immunisation intra-péritonéale de
BALB/c naives puis de l'utilisation de souris Xid totalement dépourvue de lymphocytes B
CD5" de méme fond génétique que les BALB/c. Ces expériences nous ont permis de
conforter, dans l'infection par S. mansoni, I'hypothése de la production d'IgA locales,

partiellement imputable aux lymphocytes B CD5".

1.2.2.1. Immunisation intra-péritonéale

Des BALB/c non infectées (n=4) ont regu par voie intra-péritonéale 2 fois 50 pg de
SEA a dix jours d'intervalle en présence d'hydroxyde d'Alum et la production d'IgA
intestinale a été analysée 15 jours aprés la premiére injection. Un autre groupe a regu 1 fois

50 ug de SEA par voie orale.

Immunisation
intra-péritonéale

p<0,007
PBS / AIOH

50 ug SEA / AIOH

0 0,5 1 1.5
D.O.

IgA anti-SEA
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Seule l'administration par voie intra-péritonéale de SEA entraine, chez la BALB/c
non infectée, la production d'IgA spécifiques dans les lavages intestinaux, 20 jours apres la
derniére immunisation. Ces animaux ne présentent pas d'IgA sériques spécifiques au méme
titre que les animaux ayant regu l'antigéne par voie orale. Ces expériences représentatives
démontrent la possibilité de sensibiliser in vivo les lymphocytes péritonéaux aux antigeénes
de schistosome et sous-tendent leur capacité a migrer, se localiser et se différencier en

plasmocytes sécréteurs d'IgA au sein de la muqueuse intestinale.

1.2.2.2. Réponse muqueuse chez la BALB. Xid infectée par S. mansoni

La déficience totale des BALB. Xid en lymphocytes B1 nous a permis d’évaluer par
défaut le role de cette population qui, chez les souris compétentes infectées augmente de
maniére importante dans la cavité péritonéale et les autres organes secondaires.

Nous avons infecté parallélement des BALB. Xid et des BALB/c et dosé périodiquement les
IgA et les IgM sériques. La réponse humorale muqueuse a été évaluée, a la fin de
I’expérimentation a J76 ( ou la S11), date a laquelle la réponse IgA intestinale est
normalement optimale chez la BALB/c infectée et les IgA présentes dans les lavages

broncho-alvéolaires et intestinaux ont été dosées.

Réponse sérique

IgM IgA

P<0.001 P<0.001

D.O.
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L’analyse de la réponse sérique montre un défaut trés important de production
d’IgM au cours de I'infection chez les souris Xid. Cette réponse n’est détectable qu’apres la
S6 alors que cet isotype est sécrété de maniere précoce dans I’infection chez la BALB/c et
qu’il atteint des taux trés élevés a la fin de ’expérimentation. La réponse IgA sérique
apparait chez les deux souches de souris aprés I’oviposition. Les animaux déficients en

cellules B CD5" présentent des taux d’IgA spécifiques des ceufs inférieurs a ceux des

BALB/c.

Réponse muqueuse

IgA pulmonaires IgA intestinales
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La réponse humorale muqueuse a été étudiée dans deux compartiments muqueux :
dans I’intestin mais également au niveau pulmonaire car la cavité pleurale, comme la cavité
péritonéale, est un compartiment riche en lymphocytes B CD5" et les poumons sont le
deuxiéme site muqueux, apres la peau, a étre en contact avec le parasite lors de l'infection et

le site d’induction de 'immunité effectrice cellulaire anti-schistosomule.

On observe chez les BALB. Xid des taux d’IgA spécifiques du parasite

considérablement plus faibles, dans les deux muqueuses aprés 11 semaines d’infection.
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Ces différentes observations tendent a prouver in vivo que la population de
lymphocytes B CD5" qui s’accroit en début d’infection, dans des proportions importantes
dans la cavité péritonéale (8 fois les controles dans la PerC contre 1,5 fois dans la rate ou
les ganglions mésentériques) sécrete des IgA dirigées contre le parasite, ce qui suppose une

migration de ces lymphocytes, de la cavité péritonéale vers les sites effecteurs muqueux.

1.2.2.3. Migration des lymphocytes péritonéaux dans I’intestin et sécrétion
d’IgA

Le potentiel des lymphocytes péritonéaux a se relocaliser dans la muqueuse
intestinale et y sécréter des anticorps anti-parasitaires a été évalué¢ par différentes
expériences de transfert de cellules péritonéales, déplétées d'une partie importante des
macrophages (par adhérence). Les cellules transférées chez les Xid naives proviennent de
BALB/c compétentes infectées depuis 9 semaines, date a laquelle le nombre de lymphocytes
B CD5" n’est pas maximal mais en progression et surtout date a partir de laquelle les taux

d’IgA sécrétoires sont maximums dans I’intestin des souris donneuses.

1.2.2.3.1. Transfert de PerC infectées chez les BALB. Xid naives

Jo0 J 1 J15ouJ25
BALB. Xid | | |
naive A '
| f f
I'ransfert PBS ou SEA Sérums

Perc BALB/c inf. S9

15 x 106 & SEA + 5ug LPS Lavages intestinaux

Transfert 1
La premiére expérience de transfert de PerC a été évaluée 14 jours apres I’injection
intra-péritonéale (IP) des cellules et les réponses sériques et intestinales IgM et IgA,

spécifiques des ceufs ont été caractérisées. Un jour apres le transfert, nous avons choisi
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d’administrer en IP 100ug de SEA ou 100pg de SEA additionné de Sug de LPS afin de

faire proliférer les lymphocytes potentiellement sensibilisés a I’antigene.

Production d'IgM et d'IgA sériques
spécifiques du SEA / J 14 aprés transfert

Perc Perc
RPMI RPMI
Perc+SEFA Perc+SEA
RPMI+SEA RPMI+SEA
Perc+SEA+LPS Perc+SEA+LPS
RPMI+SEA+LPS RPMI+SEA+LPS -4 p=<0,003
¢ 01 02 03 04
IgM D.O. IgA D.O.

A J14, nous n’avons pas mis en évidence d’anticorps IgA ou IgM spécifiques de S.
mansoni dans les lavages intestinaux et donc pas pu appuyer ’hypothése de la migration des
lymphocytes vers 'intestin. Le transfert de PerC induit a J14 la production d’IgM sériques.
Cette réponse existe en dehors de toute activation in vivo par le SEA mais est
considérablement augmentée lorsque 1’on présente in vivo les antigénes du parasite. Nous
avons détecté¢ de faibles taux d'IgA dans les sérums lorsque les antigénes parasitaires,
additionnés de LPS sont présentés in vivo. Ces résultats nous ont encouragés a reconsidérer
la date de prélévement des liquides biologiques afin de vérifier I’hypothése d’un temps trop

court pour la domiciliation dans I’intestin .

Transfert 2

Le méme protocole de transfert a été entrepris, a l'exception de la dose de SEA

administrée qui est réduite a SOpg par souris et des prélévements qui ont été effectués a une

période plus tardive, soit 25 jours aprés le transfert des cellules.
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Réponse sérique spécifique du SEA
J25 aprés transfert

Perc Perc
RPMI p <0,003 RPMI
Perc+SEA — Perc+SEA
RPMI+SEA p<0,03 RPMI+SEA
Perc+SEA+LPS i Perc+SEA+LPS
RPMI+SEA+LPS p<0,002 | RPMI+SEA+LPS
1 1
0 1 2 3
D.O. D.O.
IgM IgA

L'analyse de la réponse sérique montre que les PerC transférées produisent, comme
dans la premiere expérience des IgM spécifiques des antigénes d'oeufs. Cette réponse est
amplifiée lorsque I'antigene et du LPS sont administrés. Il est possible, cette fois-ci, de
détecter des taux importants dIgA sériques spécifiques qui sont par contre diminués
lorsqu'on restimule iz vivo les lymphocytes par l'antigéne, au profit de la réponse IgM. 1l est
intéressant de noter que la seule administration de SEA en IP ne conduit pas chez la Xid a la
sécrétion de taux significatifs d'IgA dans la muqueuse intestinale, que ce soit 14 jours ou 25

jours apres l'immunisation contrairement a ce que nous avons décrit, chez la BALB/c, en

1.22.1.
Réponse muqueuse spécifique du SEA
J2S aprés transfert
Perc Pere
RPMI [ RPMI
Perc+SEA Perc+SKA
RPMI+SEA RPMI+SEA
Perc+SEA+LPS PerctSEA+LPS
RPMI+SEA+LPS RPMI+SEA+LPS p < 0,0001
i 1 1 I 1 i
6 028 0,5 0,75 1 0 025 05 075 1
D.O. D.O.
IgM IgA

Contrairement au compartiment systémique, dans la muqueuse intestinale, seule la
production d'IgA spécifiques a été mise en évidence 25 jours apres le transfert. La seule
injection de PerC conduit a la sécrétion d'anticorps spécifiques qui s'intensifie lorsque les

antigenes parasitaires sont administrés en présence de LPS. Cette expérience indique une
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migration des lymphocytes péritonéaux dans les compartiments sanguins et muqueux ou ils
se différencient et produisent des anticorps de spécificité parasitaire.

Lorsqu'un rappel de SEA (IP, 50ug) est effectué 10 jours avant le prélevement, les
taux d'IgM sériques augmentent trés fortement alors que la réponse IgA sérique est

inchangée et que la réponse sécrétoire est légerement amplifiée (résultats non présentés).

1.2.2.3.2. Transfert de PerC infectées chez les BALB. Xid infectées

Les différentes expériences de transfert réalisées chez la souris naive mettaient en
évidence la sécrétion in vivo d'anticorps par les PerC et la possible domiciliation de ces
cellules dans l'intestin. Il apparaissait nécessaire de tester ces deux parameétres chez la
BALB. Xid infectée qui présente des réponses IgM sériques et IgA intestinales défectueuses
par rapport aux BALB/c compétentes. De plus, l'infection par S. mansoni et surtout la
présence des oeufs du schistosome dans l'intestin entrainent un statut immunitaire différent
de celui d'une souris naive et pourraient modifier ou orienter le recrutement et la migration
des cellules ou leur fonctionnalité.

A 6 semaines d'infection, nous avons transferé les PerC des BALB/c infectées (S6)
chez les BALB. Xid infectées, prélevé les sérums et les lavages intestinaux 3 semaines plus

tard et analysé la réponse immune.

S6 S9
BALB. Xid i i
infectées '
t

Transfert Sérums

Perc BALB/c inf. S6 =Percinf. 15x 10° €
ou
Perc BALB/c saine = Perc saine 1,5 x 1¢ €

Lavages intestinaux
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Réponse sérique

Xid+Pere inf —4 p=0,05 Xid+Perc inf 1 p<0,007
Xid + Perc saines 4 Xid + Perce saines |
Xid+RPMI p<0,013 Xid+RPMI - p<0,0003
BALB/c — BALB/¢ —

I i 1 ) ¥
2

0 1 20_0-3 0 1 p.o. 2

IgA igM

Réponse IgA intestinale

P en rouge concerne
la comparaison entre
les groupes de

Xid+Perc inf

Xid + Perc saines
le groupe Xid+RPMI
P en noir concerne
la comparaison entre
le groupe Xid+RPMI
et le groupe BALB/c

Xid+RPMI

BALB/e

L'analyse des réponses sériques a S9 confirme le défaut important des réponses
spécifiques IgM et IgA observé chez la Xid infectée comparée a la BALB/c. Le transfert de
PerC provenant de souris compétentes infectées depuis 6 semaines, augmente
significativement la production d'anticorps spécifiques du SEA par rapport aux BALB. Xid
non traitées et restaure partiellement les réponses IgM et IgA observées chez la BALB/c
alors que le transfert de PerC saines ne modifie pas les taux d'anticorps observés chez la Xid
infectée. Au niveau muqueux, les taux d'IgA anti-SEA sont tres inférieurs chez la BALB.
Xid et ils n'augmentent pas statistiquement lorsque l'on transfére des PerC saines ou
infectées, ce résultat décevant pourrait étre lié a I'hétérogénéité des réponses dans les

groupes reconstitués (1 souris sur 3 présente un taux élevé d'IgA intestinales).

L'expérience a été renouvelée en doublant le nombre de Perc infectées transférées

(30 10°) et en analysant les différents paramétres a S10.
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IgA intestinales IgA sériques
2
® O ®
3 = :
. L]
o 1
a ° e :
]
2 0 : '
. IgM sériques
2
® i
S
®
14 < §
1 ®
H e
] [
L ®
Q. 0 :
BALB.Xid BALB.Xid BALB.Xid BALB.Xid
BALB/c - - BALB/c - +
RPMI Perc Inf. RPMI Perc Inf.

Nous confirmons la participation des Perc infectées dans la réponse IgA sérique qui
augmente d'un facteur 4 par rapport aux Xid non traitées et atteint des taux similaires a ceux
observés chez la BALB/c. La réponse IgM est en partie restaurée chez 3 animaux. L'analyse
de la réponse intestinale révéle que 3 animaux sur 5, dans le groupe ayant regu les PerC,
présentent une réponse IgA muqueuse trés supérieure a celle observée chez la souris

déficiente.

1.2.2.3.3. Transfert de PerC fluorescentes chez la BALB. Xid

La possibilité de restaurer ou d'induire une réponse spécifique du parasite, au niveau
muqueux suggere une migration des cellules injectées dans la cavité péritonéale vers
l'intestin. Afin de confirmer la domiciliation des PerC infectées dans l'intestin, nous avons,
avant le transfert, marqué les cellules péritonéales par un composé aliphatique fluorochrome
a demi-vie d'un mois, le PKH26, qui s'enchasse dans les membranes sans affecter la viabilité
des cellules ni leur fonctionnalité. Aussi, il est théoriquement possible de détecter les cellules
fluorescentes dans différents organes, soit sur des suspensions cellulaires soit sur coupe a

congélation. Nous avons entrepris deux protocoles de transfert de cellules marquées :
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1) Transfert de Perc chez la BALB/c naive

Jo J 34
BALB/c ] l
naive T >
Perc PKH 26 BALB/c inf. S9 15x 10° & Prélévements

Le protocole du transfert est semblable a celui utilisé dans le cas des Xid naive

(1.2.2.3.1) avec un prélevement des organes a J34.

2) Transfert de Perc chez la BALB. Xid infectée

S6 S10
BALB.Xid | i >

infectée T T

Perc PKH 26 BALB/c inf. S6 1 x 10¢ &€ Prélévements

Ce protocole est semblable a celui utilisé dans le § 1.2.2.3.2. Un million de cellules

marquées a €té injecte.

Sur les souris des deux protocoles, nous avons préparé des suspensions cellulaires a
partir de différents organes. La cavité péritonéale, le compartiment muqueux intestinal : les
plaques de Peyer, l'intestin a partir duquel nous avons purifié les lymphocytes de la lamina
propria et les ganglions mésentériques, la rate ainsi que les ganglions médiastinaux qui

drainent la cavité péritonéale ont été prélevés.
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Les résultats sont semblables dans les deux expériences préliminaires et sont résumés dans

le tableau ci-dessous.

Organes Marquage PKH26
Lamina propria. +
Plaques de Peyer -

Ganglions mésentériques -
Ganglions médiastinaux
Cavité péritonéale

Rate -

Dans nos conditions expérimentales, bien que -100% des cellules injectées €taient
marquées, il est difficile de conclure de maniére formelle & un marquage dans la lamina
propria bien qu'il ait été détecté quelques cellules fluorescentes, absentes chez les contrdles
non injectés L'évaluation par cytométric en flux du marquage nécessite un plus grand
nombre de cellules positives. Des techniques d'immuno-histomarquage sur coupe &
congélation sont & l'essai afin de caractériser in situ la présence de lymphocytes ou

plasmocytes B CD5" IgA” chez les BALB. Xid "reconstituées”.

En résumé de ces expériences concernant la participation des lymphocytes B
péritonéaux dans la réponse immune muqueuse anti-schistosome, nous pouvons conclure a
l'expansion paralltle des lymphocytes B CD5" au cours de linfection par S. mansoni,
expansion qui est maximale une semaine aprés la ponte des oeufs dans les tissus de I'héte.
Le déficit génétique des BALB. Xid entraine une réduction importante des taux dTgA
sériques et surtout muqueuses dirigés contre les antigénes d'oeufs et un défaut trés
prononcé de la réponse IgM spécifiques. Ce déficit est partiellement corrigé par le transfert
de cellules péritonéales provenant de BALB/c compétentes et bien qu'il ne nous ait pas été
possible de visualiser au niveau de la muqueuse intestinale les cellules transférées, la

production locale d'anticorps nous permet de soutenir 'hypothése que les lymphocytes
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péritonéaux gagnent lintestin, via les ganglions médiastinaux, ou ils expriment leurs

propriétés fonctionnelles.

D'un autre coté, le défaut dans la réponse muqueuse chez la BALB. Xid ainsi que
I'implication potentielle des lymphocytes B1 dans l'orientation T helper, de part leur capacité
a sécréter de I1L-10, nous ont incité & évaluer, parallelement & ces expérimentations, -
l'incidence du déficit lié a la mutation Xid sur 'évolution des paramétres parasitologiques et
immunologiques chez la BALB. Xid expérimentalement infectée par rapport & la BALB/c.

Ces travaux font I'objet de l'article 2 présenté dans son intégralité.
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Graphes en annexe
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2. Role des lymphocytes B1 dans l'immunité
anti-schistosome

ARTICLE 2

S. Gaubert, A. Viana da Costa, C.A. Maurage, E.C. Santos Lima, J. Fontaine, S. Ldfitte, P.

Minoprio, A. Capron et J M. Grzych

X-linked immunodeficiency affects the outcome
of Schistosoma mansoni infection in the murine model

Soumis

Contexte : La polarisation de la réponse T auxiliaire vers un profil Th2 liée & la
présence des oeufs
Les oligosaccharides associés aux ceufs sont impliqués dans la sécrétion
dTL-10 par les lymphocytes B.
La pathologie associ€e a l'infection par S. mansoni est liée la présence
des ceufs qui entralnent la formation de granulomes hépatiques et

intestinaux

Questions posées :  Quelle est la part des lymphocytes B CD5" dans l'orientation Th2
observée dans la schistosomiase ?
Quelle incidence a cette population sur les paramétres parasitologiques :

nombre d'oeufs tissulaires, charge parasitaire et pathologie ?
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ABSTRACT

The incidence of the X-linked immunodeﬁcienéy (Xid) on the outcome of Schistosoma mansoni
infection has been evaluated through a comparative analysis of parasitological and immune
parameters in two different mouse strains : control BALB/c and BALB. Xid mice which carry the
Xid mutation and lack B1 (CD5+ B) cells.

This study clearly demonstrates that infected Bl cell-deficient animals display a higher
susceptibility to S. mansoni infection as revealed by an increase in the tissue egg loads and a
significantly elevated mortality, as well as an increase in the granuloma densities.

The analysis of the humoral and the cellular responses, conducted in the same experimental
conditions, indicates differences in terms of cytokine production after specific antigenic stimulation
of splenocytes. Larger amounts of IFN-y and IL-4 are observed in BALB. Xid mice while IL-10
production is reduced. In parallel, the study of the specific antibody isotype profiles shows higher
amounts of specific IgE and IgGl antibodies and lower amounts of IgM and IgA in BALB. Xid
mice.

Taken together, these observations strongly support the participation of the B1 cell subset in the

mechanism(s) underlying the expression of immunity toward schistosome infection.
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INTRODUCTION

Murine infection by Schistosoma mansoni is a well-documented model in which a Thl to
Th2 switch occurs during parasite development in the definitive host. Thus, the first 6 weeks of
infection are dominated by a Th1-type response, replaced from the onset of egg laying, by a Th2-
type response that peaks at 8 weeks (Pearce et al 1991). Spleen cells from 6 weeks-infected mice
produce weak amounts of IL-4, IL-5 and IL-10 after in vitro stimulation with egg (SEA) and adult
worm (SWAP) extracts while they produce high levels of IL-2 and IFN-y upon stimulation with
schistosomula antigens (Pearce et al. 1991, Grzych et al. 1991). It has been demonstrated that eggs
are responsible for the induction of the Th2 response (Grzych et al. 1991) but the mechanisms
underlying the Thl to Th2 switch are still the subject of debate. S. mansoni-associated pathology
consists in chronic granulomatous liver disease leading to fibrosis, portal hypertension, intestinal
haemorrhage and death (Smithers & Doenhoff 1982). Granuloma formation around live eggs is
driven by an antigen specific hypersensitivity reaction (Boros & Warren 1970) and mediated by
both Thl and Th2 responses since I[FN-y, IL-2, IL-4 and IL-10 can be detected in the large hepatic
egg granulomas during early schistosomiasis (Henderson et al. 1992, Bogen et al. 1995). While
the natural disease progresses, the Thl response is down-regulated and egg-induced granuloma
lesions diminish in size (Andrade & Warren 1964, Colley 1975). T cells having suppressive
functions were shown to down-modulate the delayed-type hypersensitivity mediated
granulomatous response and IL.-2 production in chronically infected mice (Fidel & Boros, 1990).
IL-12 has dramatic suppressive effects on granuloma formation by inducing IFN-y secretion by
Natural Killer cells (Oswald et al 1994). On the other hand, IL-10 has been proposed to be partly
responsible for the down-regulation of Thl response since this cytokine inhibits antigen presenting
cell (APC) function by down-regulating the expression of major histocompatibility class II
molecules, as well as costimulatory molecules and anergizing newly egg-induced Thl cells (O-
Flores Villanueva er al. 1994). IL-10 also inhibits accessory cells and T lymphocyte secretion of
inflammatory cytokines (O-Flores Villanueva et al. 1996). Recent observations have underlined the
role of the oligosaccharide Lacto-N-fucopentaose present on schistosome eggs in inducing IL-10

production by B cells in S. mansoni infected mice (Velupillai & Harn, 1994).
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An unconventional subset of B lymphocytes, the B1 subset, predominant in peritoneal and

pleural cavities is a major source of IL-10 (O'Garra et al. 1992, Herzenberg et al. 1986).
Antibodies secreted by B1 cells are primarily poly-reactive low affinity IgM which cross-react with
a variety of self antigens (Hayakawa et al. 1984, Hayakawa et al. 1986). B1 expansion is affected
by T-cell derived cytokines. Thus, [L-10, in an autocrine way, and IL-5 stimulate B1 subset
proliferation and differentiation (Nitisani et al. 1995, Kopf et al. 1996) while IFN-vy inhibits B1 cell
activity and IL.-12 causes the loss of peritoneal Bl cells (Hitoshi et al. 1989, Jones 1996, Vogel et
al. 1996).

BALB. Xid mice carry an X-linked mutation (Xid) originally found in CBA/N mice (Wicker &
Scher 1986) and subsequently introduced in the BALB/c background. This mutation results in a
detrimental B cell response characterized by a complete lack of B1 cells and a defect in B2 cells due
to an early arrest in their development, after the appearance of B220" Cu  pro-B cells
(Karagogeos, Rosenberg & Wortis 1986). This arrest proceeds from defects in events leading to B
cell cycle entry (Brorson et al. 1997). This immunodeficiency is caused by a point mutation in the
pleckstrin domain of the Bruton tyrosine kinase (Btk) gene (Hyvonen & Saraste 1997) that leads to
a lower frequency of splenic B cells bearing surface immunoglobulins (sIg) comparable to those of
immature newborn mice (Finkelman er al. 1975, Scher et al. 1980). Xid mice display low levels of
IgM and IgG3 in their sera (Permultter ez al. 1979) and their B lymphocytes do not proliferate after
sIg cross-linking (Sieckmann 1980). In addition, Xid mice fail to respond to certain thymo-
independent type II antigens (Wicker & Scher 1986). Conversely, T-cell responses in Xid mice are
normal since they still keep their ability to act as helper cells as they do in non deficient mice
(Janeway & Barthold 1975).

The incidence of Xid deficiency has been previously described upon the outcome of
infection with intracellular parasites such as Trypanosoma cruzi and Leishmania major. In these
models, resistance or control of infection correlated with the induction of a Thl response
(Minoprio et al. 1993, Hoerauf er al. 1994). We thus addressed the question of the effect of Bl
cell-deficiency in the helminth S. mansoni infection which induces a strong Th2 response. Here,
we evaluated the effects of X-linked immunodeficiency on S. mansoni development and its

incidence on pathology and we assessed immunological parameters in this experimental infection.
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MATERIAL AND METHODS

Mice

BALB. Xid mice were obtained from the Unité de Parasitologie Expérimentale (Institut Pasteur,
Paris, France) and further breedings were carried out by brother-sister mating in our facilities
under conventional conditions. Control BALB/c mice aged 6 to 8 weeks were purchased from
Charles River (Saint-Aubin les Elbeuf, France ). BALB. Xid and BALB/c were age and sex-

matched in all experiments.

Parasite and infection

A guadeloupean strain of S. mansoni was maintained in Biomphalaria glabrata snails as
intermediate hosts, bred in mineral water (Société des Eaux de Volvic, France), and OF1 mice as
definitive hosts. Mice were anaesthetized and infected with 45 cercariae in the first experiment and

60 cercariae for experiments II and III, as previously described (Smithers & Terry 1965).

Worm recovery and tissue sampling

Forty-six days post-infection, mice from experiments I and II were sacrificed by injection of
pentobarbital solution whereas mice from experiment III were sacrificed at day 55. Adult worms
were recovered after total blood perfusion. Egg loads in livers and intestines were evaluated after
an overnight alkali digestion of tissues in a 4% KOH solution at 37°C. Eggs present in the resulting

digested samples were counted under light microscopy.

Serum sampling
Blood samples were collected every two weeks by intra-orbital punction up to 76 days post-
infection, from BALB. Xid and BALB/c controls infected with 45 cercariae. Sera were aliquoted

and stored at -20°C until tested.
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Antigens

Adult worm antigenic extracts (SWAP) were prepared from adult worms washed in phosphate
buffered saline (PBS), homogenized with an Ultra-turax (Janke and Kundel, IKA Labortechnik,
Sweden) for 1 min, disrupted by a 5 min sonication (Labsonic U., B. Braun), and centrifuged for
20 min at 10.000xg. Egg antigens (SEA) were prepared from homogenized eggs isolated from the
livers of 46 days-S. mansoni infected hamsters. Briefly, frozen eggs were disrupted by 10
passages through an X-press (A.B. Biox, Jarfalla, Sweden) and the soluble fraction collected after
centrifugation for 15 min at 10,000 x g. Cercariae soluble antigens (FC) were prepared from
cercariae washed in PBS at 4°C, disrupted by a 5 min sonication, and centrifuged for 15 min at

10.000xg. Protein concentrations were evaluated by the BCA protein assay (Pierce, IL, USA).

Antibodies and reagents

Horseradish peroxidase-labelled goat antibodies to mouse IgG1l, IgG2b, IgG2a and IgM heavy
chains were from Southern Biotechnology Associates Inc. (Birmingham, A.L.). Biotinylated rat
anti-mouse IgE was from PharMingen (San Diego, C.A.), biotinylated goat anti-mouse IgA from
Sigma (Saint Quentin Fallavier, France) and streptavidin-horseradish peroxidase from Amersham
(Les Ulis, France). Monoclonal antibodies (mAb) specific for cytokines were obtained from
PharMingen. Recombinant murine IL-4 (rIL-4), rIL-5 and rIL-10 were from PharMingen, rIFN-y

and rIL-2 were purchased from Genzyme (Cambridge, MA, USA).

Immunoglobulin detection

Microtiter plates (Nunc, Intermed S.A., Denmark) were incubated overnight at 4°C with SEA
diluted in PBS (100ul/well, 10ug/ml) and then washed with PBS-0.1% Tween 20 (PBS-T). Plates
were saturated for 1 h with a 0.5% PBS-gelatine solution. The amounts of specific mouse
antibodies bound to SEA were measured with the different class-specific peroxidase-labelled goat
antisera (murine sera were diluted at 1/2500 and 1/50 respectively for IgM and IgG subclasses
detection). The enzyme substrate was then added and optical density (O.D. at 492 nm) determined

with a Titertek Multiskan MCC/340 (Labsystems, France). Values correspond to the mean of
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duplicate assays. For IgE and IgA detection (sera were diluted respectively at 1/20 and 1/250),

streptavidin-horseradish peroxidase was added after biotinylated antibodies for 30 mn.

Cell cultures for cytokine production

Single spleen cell suspensions were prepared as previously described (Poulain-Godefroy er al.
1996). Briefly, spleens were forced through fine wire mesh and erythrocytes were lysed by
osmotic treatment (170 mM Tris-buffered saline, 155 mM ammonium chloride solution). Cell
viability was evaluated by trypan blue dye exclusion and 107 cells were resuspended in 1 ml of
culture medium (Poulain-Godefroy et al. 1996). Cells were incubated with or without parasite
antigens, either SEA (10pg/ml), SWAP (100ug/ml) or FC (100pg/ml) or Concanavalin A (ConA,
Sug/ml) (Seromed, Berlin, Germany ) in 24-well plates at 37°C in an atmosphere containing 5%
CO,. Supernatants were collected after 24 h.for [L-4 and IL-2 measurement and after 72 h for IFN-
Y, IL-5 and IL-10 assays.

Cytokine assays

Cytokine detection was performed using specific ELISA assays. Microtiter plates were coated
overnight at 4°C with purified anti-cytokine mAb diluted in coating buffer (100ul/well, R4-6A2,
BV4-1D11, JES6-1A12, TRFKS and JESS-2AS for anti-IFN-Yy, anti-IL-4, anti-IL-2, anti-IL-5 and
anti-IL-10 mADb respectively). Wells were saturated with 200ul of a 0.5% PBS-gelatine solution
for 60 min. Supernatants were added and incubated overnight at 4°C, plates were then incubated
for 90 min at 37°C with biotinylated anti-cytokine mAb (100ul/well diluted in PBS-T, XMG1-2,
BVD6-24G2, JES6-5H4, TRFK4 and SXC-1B for anti-IFN-y, anti-IL-4, anti-IL-2, anti-IL-5 and
anti-IL-10 biotinylated mAb respectively). Amplification and detection with streptavidin-peroxidase
conjugate were performed as described above for Immunoglobulin detection. Cytokine
concentrations were calculated by reference to standard curves constructed with known amounts of
recombinant purified cytokines diluted in culture medium. Values ranged between 0.1 to 10 ng/ml

for IL-5, IL-10 and IFN-y, 1.56 to 100U/ml for IL-2 and 20 to 1250 pg/ml for IL.-4.
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Morphological analysis of hepatic granulomas »

Liver samples were fixed in Bouin’s fluid for 72H and paraffin-embedded. Samples were
processed by routine histopathologic techniques : 5im thick sections were deparaffinized and then
stained with hematoxylin-eosin for cytological analysis and Saffron Masson’s Trichrome for
collagen deposition. Slides were examined on a DMRB light microscope and serial 0.25 rnm2
fields were analyzed. All the granulomas which contained an egg were measured. Other

granulomas were just counted. Analyse were performed on the liver of mice from Experiment IV

i.e. at day 55 and from an independent experiment at day 70 after infection.

Statistical analysis

Student's-t test was used for the mean comparisons in worm burdens, tissue egg loads and
granuloma densities. Probability values < 0.05 were considered significant.

The z-test was used for analysing the differences in % survival and the Mann-Whitney test for

antibody responses. Probability values < 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Parasitological parameters

Worm burden

Fig. 1 summarizes the total and female worm burdens recovered after total perfusion of BALB.
Xid and BALB/c mice, 46 or 55 days post-infection. In the experiments I and II, Xid mice show
respectively 31% and 30% more worms than control BALB/c mice. However, no difference was
'observed in worm burdens between BALB/c and BALB. Xid mice, in experiment III. In the two
first experiments, significantly higher female worm burdens were recorded but the ratio between
males and females was comparable between BALB/c and BALB. Xid mice. The number of
immature parasites was not different in the two groups of mice, in any experiments (data not
shown).

Infection with a higher dose of cercariae (60FC in experiments II and II versus 45 FC in
experiment I) led to heavier parasitemia in deficient mice as in BALB/c.

When all the data of the three independent experiments are pooled, no significant difference in the

worm numbers emerges between BALB. Xid and BALB/c infected mice.

Tissue egg loads

Tissue egg loads were evaluated in livers or intestines and total tissue egg counts are summarized
in Table 1. In all experiments, BALB. Xid mice displayed heavier egg loads when compared to
BALB/c. The increase in egg numbers reaches 75% in the BALB. Xid liver and 45% in the
intestine for experiment I and 21% and 30% respectively for the livers and the intestines of the
experiments II and ITI. When all the data are taken into account, an overall significant increase in
liver and tissue eggs (33% and 30% respectively) is observed. |

As naive X;'d mice tend to be smaller than control BALB/c of the same age and in order to limit
individual variations, egg counts have been adjusted per gram of tissue (Table 2, A, C). The three
experiments emphasized a significant difference in egg loads per gram of liver or intestinal tissue.
The larger egg numbers per gram in Xid mice represent an overall 37% increase in the liver and

41% in the intestine.
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While no difference in the number of female worms was recorded for experiment III (Fig. 1), a

significant increase in liver or intestinal egg number /gr and per female worm was observed in
BALB. Xid mice from this experiment (Table 2, B, D), and this was confirmed when all the data
of every experiment were combined.

Increasing the dose of cercariae in experiment II resulted in heavier total tissue egg loads in the two
strains of mice (Table I). Whereas the egg numbers increased both in the livers and in the intestines
of BALB/c mice infected with 60 cercariae (versus 45 cercariae in experiment I), egg counts (total
or adjusted per gram) increased only in the BALB. Xid intestines in contrast to the liver where egg

loads remained stable.

Mouse susceptibility

To compare the susceptibility of both mice strains to S. mansoni infection, mortality was studied in
mice infected with 45 cercariae, in an independent experiment conducted during 120 days. Fig. 2
shows that infected Xid mice suffered increased mortality compared with BALB/c mice. While
most infected BALB/c mice were still alive at the end of the experiment, none of the Xid mice
survived after day 120. The onset of mortality began at day 44 post-infection in BALB. Xid mice,
after egg deposition, while BALB/c mortality was delayed (occuring at day 70) and remained stable
(17%) until the end of the experiment. The difference in survival in the two groups is highly
significant (p<0.01) after day 44.

The dose of cercariae used affects survival and, as expected, a heavier infection resulted in

increased mortality from day 44 in the group of BALB. Xid mice (data not shown).

Morphological analysis of hepatic granuloma

All granulomas observed in the sections were counted and the density of granulomas i. e. number
of granulomas per mm2 analyzed. Only hepatic granulomas centered by an egg were measured and
enumerated and the counts adjusted per mmz. At day 55, the number of total granulomas per rnm2
was slightly higher in BALB. Xid than in BALB/c mice (Fig. 3A). This tendancy was confirmed
fifteen days later (at day 70) when the density of granulomas became significantly greater in

BALB. Xid mice, although increasing in both strains. Fig. 3B shows the granuloma distribution
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according to their size. At days 55 and 70, most of granulomas measured between 200- 250uM in

BALB. Xid mice while in BALB/c controls at day 55, larger lesions ranging 250 to 300uM were
observed. At day 70, inflammatory lesions diminished in size in BALB/c mice while remaining
stable in BALB. Xid mice. Granuloma cell population recruitment was comparable in controls and
Xid mice at days 55 and 70 (data not shown). Similar fibrosis and collagen deposition were
already present at day 55 with the same intensity in the two strains of mice (data not shown). At
day 55, rare eggs, probably recently trapped, were not surrounded by collagen but inflammation

was already present in the two strains.

Immune parameters

Antibody response to soluble egg antigens

As the analysis of the parasitological parameters shows that S. mansoni infected BALB. Xid mice
displayed higher egg loads in tissues (Table 1), we detailed the egg-specific antibody response.

As shown in Fig. 4, IgE, IgM and IgA antibody levels increase between day 46 and day 76. While
the levels of specific IgE antibodies to SEA were higher in BALB. Xid mice, the IgM antibody
response was very weak when compared to the levels observed in BALB/c mice. This response
became significant in Xid mice only 10 days after egg deposition (occurring at day 35) while, in
BALB/c mice, these specific antibodies were detected at day 20 and reached maximal levels after
day 44. A marked deficit in the IgM response was also observed in Xid animals on the day of
perfusion confirming the weak response towards egg or adult worm antigens in infected BALB.
Xid mice (data not shown). Concerning the IgA response, Xid mice displayed significantly lower
levels of this isotype. Other independent experiments performed at day 65 confirmed an
approximate 5-fold decrease in IgA levels in BALB. Xid versus BALB/c mice (data not shown).
The distribution of SEA specific IgG subclasses in infected BALB. Xid mice compared to infected
BALB/c is depicted in Fig. 5. IgG3, IgG2a, IgG2b responses are comparable in the two groups,
whereas the levels of SEA-specific IgG1 are higher in Xid mice after day 42 post-infection.
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Cellular response

Cytokine secretion by splenocytes from 46 days-infected mice, stimulated with parasite antigens is
summarized in Fig. 6. No difference was observed in IL-2 production after stimulation with
parasite antigens between Xid or BALB/c mice, however higher IL-2 secretion was observed for
cells from infected BALB/c after ConA stimulation (Fig. 6A). [FN-y production is parasite stage-
specific. Cercariae antigens stimulated spleen cells to produce larger amounts of IFN-y than adult
worm or egg antigens (Fig. 6B). This observation concermned both Xid and BALB/c mice.
Interestingly, splenocytes from infected Xid mice produced more IFN-y after infection when
compared to splenocytes from infected BALB/c mice. Besides, spleen cells from BALB/c are weak
producers of IFN-y and, in our experiments, BALB/c splenocytes only produced this cytokine
when cercarial antigens were used for stimulation.

Splenocytes produced more IL-5 when stimulated with adult or egg antigens than with cercariae
antigens but no pronounced differences between the two strains were observed except a slight
increase in IL-5 secretion after in vitro culture of Xid splenocytes with SWAP (Fig. 6C). Xid mice
produced larger amounts of IL-4 under any antigenic stimulation but not under mitogenic
conditions where levels were similar between the two groups (Fig. 6D).

Splenocytes from Xid mice stimulated with different parasite antigens produced lower amounts of
IL-10 than those from BALB/c mice (Fig. 6E). In both groups, egg antigens are stronger inducers
of IL-10 than adult worm or cercariae extracts.

Under mitogenic stimulation, infected BALB. Xid mice showed a greater production of IFN-y and
lower levels of IL-2 than BALB/c mice (data not shown).

Spleen cells from non-infected mice failed to produce any cytokines when stimulated with parasite
stage-specific antigens. Only activation with ConA triggered splenocytes from non-infected
BALB/c or BALB. Xid mice to secrete higher levels of IL-2 and IFN-y and lower amounts of IL-
4, IL-5 and IL-10 than spleen cells from infected animals under the same conditions (data not

shown).
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DISCUSSION

In this study, we demonstrate that Bl-cell deficient Xid mice are more susceptible to S.
mansoni infection, present higher egg loads in the liver and the intestine and suffer increased
mortality when infected by S. mansoni compared to BALB/c infected mice. The larger egg loads
recorded in tissues may be explained by a higher rate of trapping or a lower excretion rate of eggs
in BALB. Xid mice. Recently, it has been shown that B cell-defective mice (UMT) displayed a
reduced egg excretion indicating a role of the humoral response in the transport of eggs accross the
intestinal wall into the lumen (Jankovic et al. 1998, Doenhoff et al. 1978). Interestingly, in Xid
mice, eggs preferentially concentrate in the intestine rather in the liver as the infecting cercarial dose
increases. Another hypothesis could be that, while BALB. Xid and BALB/c mice present
comparable worm burdens, female fertility could be increased in deficient mice leading to the
greater numbers of eggs per female worm and per gram of tissue observed. Despite our in vivo
observations, no modifications in female worm fertility in vitro supported this hypothesis
(numbers of eggs laid in vitro by worm pairs from BALB/c or BALB. Xid mice remained similar,
data not shown).

Concurrently to differences in egg numbers, infected BALB. Xid displayed higher levels of
IL-4 and IFN-y accompanied by, in contrast, a reduced IL-10 secretion. According to the
dichotomy of cytokine secretion in Th CcD4" cells (Mosmann & Coffman 1989), we observed, at
day 46, a dominant Th2-type of response in infected BALB/c mice, characterized by IL-4, IL-5
and IL.-10 secretion and by a down-regulation of IFN-y in response to parasite antigens, as
previously described (Grzych er al. 1991). In contrast, Xid mice still presented a sustained Thl
cytokine secretion at this time. It is accepted that CD5" B cells are involved in the T helper type-
regulation by producing particular lymphokines involved in Th2 responses or by mimicking Th2
activity (Go et al. 1990, Hardin et al. 1990, Okumara et al. 1982). IL-10 is a Th cell-cross-
regulatory cytokine that, in addition to its inhibitory activities, can indirectly inhibit the synthesis of
Thl cytokines (Mosmann & Moore 1991). This property has been already reported in
schistosomiasis (O-Flores Villanueva et al. 1994). The lower levels of IL-10 recorded in infected

BALB. Xid mice may explain why these mice concomitantly produce more IFN-y. Various cell
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populations produce IL-10 i.e. macrophages, Th2 cells and B cells. Among the B lymphocytes,

CD5" B cells are the main source of IL-10 (O'Garra et al. 1992). Although B1 cells are rare in
spleens from normal BALB/c mice, it is possible that the total lack of CD5 B lymphocytes
associated with a partial deficiency in conventional B cells in Xid mice, leads to lower levels of IL-
10 which subsequently affects the down-regulation of IFN-y secretion. Recently, Velupillai ez al
showed that B1, themselves, regulate their expansion via IL-10 and are down-regulated by IL-12
or IFN-y (Velupillai, Sypek & Harn 1996). Another explanation for the higher expression of IFN-
vy may be linked to the Xid defect in these animals since it has been reported that high levels of
[FN-vy during the early development of the Bl lineage inhibit or eliminate these cells (Ishida et al.
1992). Our observation of higher secretion of IFN-y by splenocytes from non infected Xid mice
under mitogenic activation support this hypothesis (data not shown). Similar increases of IFN-y
production in Xid mice have been reported in Chagas disease and Leishmaniasis (Minoprio et al.
1993, Horeauf et al. 1994),

The expansion of Thl and Th2 cells is also influenced by the nature of the antigen-presenting cell
(APC) (Gajewski er al. 1991). B cells can act as APC for Th2 lymphocytes : in Leishmaniasis as in
Schistosomiasis, B lymphocytes are required for T helper 2 cell response (Horeauf et al. 1995,
Hemandez, Wang & Stadecker 1997). In consequence, Xid animals may have a limited ability to
present antigen to antigen-specific T cells since CD5™ B cells have been described to be more
efficient APC than splenic or CD5 B cells (Zimecki ez al. 1994). Nevertheless, B cell-deficient
mice (UMT) injected with S. mansoni eggs present highef proliferative capabilities and efficient T
cell priming despite their deficiency and, as in our deficient model, enhanced IFN-y and IL-4
secretions (Epstein et al. 1995).

Although we did not study the differential proliferative responses in infected Xid or BALB/c mice,
higher levels of these two mutually exclusive cytokines in Xid mice suggest that the T-cell
response may be temporarily blocked in a ThO-like stage as observed by Vella et al (Vella & Pearce
1992). The analysis of cytokine production at a later time point (day 80) reveals that the production
of IFN-y decreases thereafter in infected Xid mice and leads to a Th2-type profile, with

nevertheless a less intense IL-10 secretion compared to BALB/c mice (data not shown). This
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profile is associated with clinical manifestations requiring help from Th2 cells, as well as an IgE

antibody response and the granulomatous reaction around eggs observed in both groups.

The specific humoral response in Xid mice is characterized by a weak IgM response to egg
antigens, an increased SEA-specific IgE and IgG1 production and by a less intense IgA antibody
response during the time course of infection. While the increase in IgM levels is precocious in
infected BALB/c mice, a weak IgM response in Xid mice was expected because non conventional
B cells are involved in seric IgM production. B1 lymphocytes secrete IgM antibodies that react
with thymo-independent antigens such as bacterial antigens, o(1-3) dextran (Su et al. 1991,
Forster & Rajewsky 1987) and polysaccharides (Herzenberg et al. 1986) abundantly present on §.
mansoni larvae and eggs.

Contrasting with the very low level of IgM, larger amounts of IgE and IgG1 antibodies may be a
consequence of the elevated IL-4 secretion in Xid animals. In conventional murine B cells, IL-4
enhances switching to IgE and IgG1 while IFN-y reduces germline y1 and € transcripts upon LPS
activation (Coffman et al. 1986, Snapper, Finkelman & Paul 1988, Snapper & Paul 1987).

The IgA antibody response increases after egg deposition in accordance with our recent
observations describing the major role of eggs in the induction of IgA antibody response during
schistosomiasis (Poulain-Godefroy et al. 1996). In spite of higher tissue egg loads in Xid animals,
the specific IgA antibody response to SEA is significantly lower, likely related to the lack of CD5
B cells which express the IgA isotype. In fact, isotype switching in CD5" B cells is rather different
than in conventional B lymphocytes. B1 cells switch spontaneously in vitro from IgM to any of the
IgG subclasses and with a greater magnitude to IgA. IL-4 as well as TGF-B which acts on IgA
switching in cpnventional B cell cultures, increase the frequency of switching to all available
isotypes (Whitmore, Haughton & Amold 1992, Lebman, Nomura & Coffman 1990).
Interestingly, IFN-y synergizes the effect of IL-4 on IgG1 secretion and has no effect on IgG2a
production in contrast with its effect on non CD5 B cells (Altboum, Porat & Zan-bar 1992).
Although TGF-8 has not been assessed in our experiments, no difference in IL-5 production, an
IgA+ B cell-activating factor, was observed. Moreover, Bl cells are less responsive to IL-5 than
their B2 counterpart because of a lower expression of a and B chains of the IL-5 receptor and due

to the defect in their signaling pathway (Hitoshi ez al. 1993, Sato et al. 1994).
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Surprisingly, the depression in IgG3 previously reported in X-linked deficient-CBA/N mice is not

observed in our S. mansoni-infected Xid mice model. Nevertheless, studies performed with
infected BALB/c (data not shown) during 120 days show maximal level of IgG3 around day 100
and IgG2b antibodies being detectable after day 76 but the high mortality occurring after day 46 in
Xid mice limited the scope of our study and increased the variability.

The high mortality observed in infected BALB. Xid mice led us to analyze liver pathology.
Macroscopical observations allowed us to show that the livers of Xid mice are of the same size as
 those from controls indicating that the Xid defect probably does not impair hepatomegaly. This
indicates that the increase of the egg loads does not depend on the size or the weight of the organs
and could reflect the higher relative in vivo fecundity of the female worms. Although no
differences in granuloma cell populations, collagen deposition and fibrosis were noticed between
the two strains, the BALB. Xid mice livers displayed, at days 55 and 70, higher granuloma
densities. Even if the difference is limited to a 15% increase in BALB. Xid (p<0.023),
extrapolation to the entire organs may result in more pronounced hepatic dysfunctions. Since only
viable eggs are responsible for the induction of granuloma-associated pathology, it seems
important to mention that eggs collected from the livers of Xid mice displayed higher rates of
maturation and hatching when compared to eggs from BALB/c mice (data not shown). This
preliminary observation should also be taken into account to explain the susceptibility of Xid mice
to S. mansoni infection.

In addition, more severe intestinal damage 1. e. red foci and turgidities were encountered in infected
BALB. Xid mice: The preferential accumulation of eggs in the BALB Xid intestine and the
possible lower excretion of eggs need to be further investigated with a particular emphasis to the
specific role of CD5™ B cells at the mucosal intestinal level. Indeed, these cells appear to play a key
role in the immune response of the gut (Kroese et al. 1989). Preliminary experiments already
indicate the participation of Bl cells, from the peritoneal cavity, in the egg-specific IgA antibody
response in the gut of S. mansoni- infected BALB/c mice (Gaubert et al, manuscript in
preparation).

In conclusion, our data suggest that both the genetic defect and the increased egg burdens are

involved in the high mortality scores observed. The egg load by itself cannot affect the survival of
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mice since BALB/c mice infected with a high dose of cercariae (leading to approximately the same
number of eggs as in BALB. Xid mice, data not shown) did not suffer the same mortality. Our
data provide evidences that Bl cells participate in mechanism(s) underlying the expression of

immunity toward S. mansoni infection.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 :

Figure 2:

Figure 3 :

Figure 4 :

Determination of total worm and temale worm burdens in BALB. Xid mice (@) and
control BALB/c mice Q ) infected with S. mansoni. Mice from Exp. I and II were
perfused at day 46, mice from Exp. III were sacrificed at day 55. Data are
presented as means of worm burden values £ S.D. (n=7, 5 and 10 respectively

for Exp. I, II and III). Probability values < 0.05 were considered significant

(Student's-t test).

Comparative analysis of BALB. Xid (@) versus BALB/c (O) mice susceptibility to
S. mansoni infection (number alive/number infected). BALB. Xid (n=6) and
BALB/c (n=6) were percutaneously exposed to 45 cercariae. Survival % in

the two groups was significantly different after day 44 (z-test, p <0.01) .

Number of granulomas per mm2 in the liver of BALB Xid mice (@) or

BALB/c (O). A. Liver granuloma density at day 55 in BALB. Xid mice or BALB/c
(n=13 and n=9, respectively) and at day 70 (n=6 and n=3, respectively).

B. Distribution of liver granulomas according to their size in BALB. Xid mice (@)
or BALB/c (O ) at day 55 (—) and at day 70 (- - -). Student's-t test was used for

statistical analysis.

Specific IgE, IgA and IgM antibody responses to SEA in serum of deficient BALB.
Xid (@) and BALB/c mice (Q) infected with 45 cercariae. At the beginning of the
experiment, n=6 for BALB/c and BALB. Xid mice. At the end, n=5 for BALB/c
and 3 for BALB. Xid mice.

The IgE response was determined on a pool of sera at each sampling. IgM and IgA
responses are expressed as mean of individual values * S.D. The Mann-Whitney
test was used for statistical analysis. Probability values < 0.05 were recorded after

day 44 for IgE and from day O for IgA and IgM antibodies.
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Figure 6 :
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Specific [gG isotype profile to SEA during S. mansoni infection in BALB.

Xid (@) and BALB/c mice (Q). Mice were infected with 45 cercariae. Values are

means obtained from individual mice £ S.D. The Mann-Whitney test was used for

statistical analysis. Probability values € 0.05 were observed after day 44 for IgG1.

Comparative analysis of cytokine production of total splenocytes from BALB. Xid
(@) and BALB/c mice (O) infected with 45 cercariae. Spleen cells collected at 46
day post-infection were stimulated in vitro with mitogen (ConA) or parasite
antigens Spleen suspensions are a pool of 7 spleens in each group and results are

representative of 4 independent experiments.
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Table 1 :

Table 2:

Evaluation of tissue egg counts (liver, intestine and total) in BALB. Xid and
BALB/c mice infected with S. mansoni.

¥ Data are presented as means of values + S.D. of the three independent experiments
® represents the mean values + S.D obtained when data from mice of the three
experiments were pooled. Student's-t test was used for statistical analysis. (*

corresponds to a p £0.05. ** p < 0.01).

Tissue egg load expressed in eggs per gram of tissue (A, C) and expressed in eggs
per gram and per female worm (B. D) in BALB. Xid and BALB/c mice infected
with S. mansoni. Student's-t test was used for statistical analysis. (* corresponds to
ap<0.05 **p<0.0l, *** p <0.001).

¥ Data are presented as means of values = S.D. of the three independent experiments
® represents the mean values + S.D obtained when data from mice of the three
experiments were pooled. Student's-t test was used for statistical analysis. (*

corresponds to a p < 0.05, ** p £0.01).
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TABLE 1

Liver eggs Intestine eggs Total tissue eggs
BALB/c BALB.Xid % increase] BALB/¢c BALB.Xid % increase] BALB/¢c BALB.Xid % increase
Exp.I 2) 7877 13851 75% * 12134 17497 44% 20011 31348 57% *
n=7 +2423 + 3525 + 3825 + 7574 + 5910 + 1077
Exp.11 3) 9712 11871 22% 31061 39366 27% 40773 51237 26%
n=5 + 3208 + 1267 + 11572 + 4420 + 14555 + 4799
Exp.II a) 10989 13161 20% 28283 37455 32% 39272 50616 29%
n=10 + 4170 + 5259 + 11558 + 22583 + 15438 + 27255
All data b) 9815 13084 33% ** 24152 31257 29% 33967 44341 30% *
n=21 +3675 + 3961 + 12419 4 18031 + 15619 + 20622

11 2uand - swinszy

(4114



Exp.l 2)

n=7
Exp.11?

n=3
Exp.11 ?
n=10

b
All data )

n=22

TABLE II

Liver Intestine
A eggs/gr B eggs/gr/female C  eggs/gr D eggs/gr/female
BALB/c BALB.Xid % increase| BALB/c BALB.Xid % increase]| BALB/c BALB.Xid % increase| BALB/c BALB.Xid % increase

a~
8

3672 6240 70% *** 860 971 13% 5279 8059 53% ** 1216 1240 2% §

+ 1189 + 1171 +293 +73 + 1704 + 3258 + 282 + 415 iu
2

4608 5979 30% * 433 443 2% 11473 14650 28% * 1056 1093 3% =

+ 1258 + 642 +95 + 51 + 3367 + 861 + 59 + 144

5691 7479 31% * 799 1176 47% * 10209 15323 50% * 1390 1985 43% ***

+ 2079 + 2886 =170 +490 + 3834 + 3834 + 251 + 441

4880 6709 37% ** 741 927 25% * 9035 12741 41% * 1270 1525 20% *

+ 1869 +2074 +254 + 446 + 4008 + 6894 + 264 + 552

€0C
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Les travaux rapportés dans cet article nous ont permis de conclure que la déficience

en lymphocytes B CD5” entraine :

1) une susceptibilité plus grande a l'infection par S. mansoni qui se traduit par un

nombre d'ceufs tissulaires plus important et une mortalité accrue

2) un défaut des réponses IgM et IgA spécifiques des ceufs du schistosome

3) une production d'TL-10 réduite associée a une sécrétion accrue dTFN-y et dTL-4
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(Eufs de Shistosoma mansoni piégés dans le foie d'une souris BALB/c (J70)
(Trichrome de Masson)

X 328

Les ceufs suscitent I'afflux de macrophages, de lymphocytes et de polynucléaires neutrophiles en
périphérie. Le granulome évolue vers une fibrose riche en collagéne, les éléments inflammatoires
forment une couronne périphérique qui épargne les lobules adjacents.
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Les différentes expériences présentées dans ce travail de thése mettent en exergue 4
points majeurs exposés ci-dessous concernant l'induction et la régulation de la réponse IgA

observée au cours de la schistosomiase expérimentale murine :

1) Les différents protocoles d'immunisation, en particulier la voie parentérale sous-cutanée,

ne nous ont pas permis d'induire une réponse IgA spécifique de 'antigéne Sm28GST,

2) Les antigenes associés aux oeufs du schistosome stimulent la production d'IgA sériques
et sécrétoires spécifiques du parasite et polarisent la réponse cellulaire spécifique de

l'antigéne Sm28GST

3) Les lymphocytes responsables de la sécrétion d'IgA muqueuses sont, en partie, des

lymphocytes B1 CD5" non conventionnels, d'origine péritonéale,

4) L'absence de lymphocytes B1 et le défaut partiel en lymphocytes B chez les souris Xid
sont associés a une plus grande susceptibilité¢ & l'infection par .S. mansoni, caractérisée par
un nombre d'oeufs tissulaires plus important et une mortalité supérieure chez les BALB Xid

infectées.
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1. Inefficacité des protocoles d'immunisation a

induire la production d'IgA spécifiques de
I'antigéne Sm28GST

L'administration de l'antigene Sm28GST par voie parentérale, quelque soit la dose,
10 ou 25ug, quelque soit 'adjuvant expérimente, adjuvant complet de Freund ou hydroxyde
d'Alum, ne nous a pas permis de détecter des IgA sériques spécifiques de cet antigéne. Mis
a part le fait que nous n'avons pas testé des méthodes de détection plus sensibles (RIA), nos
résultats, tributaires de la sensiblité de notre méthode de détection, confirment le consensus
général concernant l'incapacité ou la grande difficulté a induire des IgA suite a l'introduction
systémique d'un antigéne. Dans le cas de la Sm28GST, Grezel (1992) montrait une tres
faible production de cet isotype, chez la souris immunisée et non infectée, que ce soit en
présence d'hydroxyde d'Alum, d'adjuvant complet et méme de la sous-unité B de la toxine
cholérique, adjuvant le plus favorable & I'induction d'une réponse IgA muqueuse (voie -orale)
et associé en paralléle au développement possible d'une tolérance orale systémique
(Czercinsky, 1995).

De méme, les différentes voies d'administration muqueuse de cet antigéne se sont
révéiées décevantes, tant de part l'absence d'IgA dans le sérum que dans les lavages
intestinaux des souris. L'induction d'une réponse IgA dans les sites muqueux est en partie
conditionnée par la prise en charge de l'antigene par des cellules épithéliales spécialisées : les
cellules M observées en nombre plus important au niveau de I'épithélium associé aux
follicules lymphoides des plaques-de Peyer qui sont les sites préférentiels d'induction de la
réponse immune intestinale. Le transport de [l'antigéne par ces cellules épithéliales
spécialisées permet sa libération et son appret par les cellules présentatrices d'antigéne que
l'on trouve soit au niveau du dome des follicules, soit dans les poches extra-cellulaires que
forment les cellules M (Kato et Owen, 1994). Ces cellules, bien qu'exprimant les molécules
de CMH classe Il ne possedent pas un équipement enzymatique suffisant qui permette
comme les macrophages et les cellules dendrtiques, la dégradation et l'apprétement de

l'antigene (Owen et al, 1986a). La prise en charge de l'antigéne par les cellules M dépend de
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différents facteurs tels que la nature physico-chimique de l'antigéne, sa taille, son aspect
particulaire et sa possibilité d'interagir de maniere spécifique par reconnaissance de
récepteur et de ligand, exprimés sur les cellules M et certains micro-organismes pathogénes
(Kato et Owen, 1994) et aura pour conséquence finale la sensibilisation et l'activation des
lymphocytes T et B des plaques de Peyer conduisant a la différenciation de lymphoblastes
IgA". L'administration de I'antigéne Sm28GST sous forme libre ne conduit pas a la synthése
dTgA et il est possible que cette administration puisse entrainer des phénomeénes de
tolérance orale et linduction d'un €tat de non réponse. En effet, la présentation de la
Sm28GST en raison de sa petite taille et de sa forme soluble n'est pas optimale pour une
prise en charge par les cellules M. Par contre, les cellules épithéliales -dont la fonction
premiére est un role d'adsorption peuvent présenter l'antigéne (Mayer et Shlien, 1987 ;
Kaiserlian et al, 1989) aux lymphocytes T intra-épithéliaux, puisqu'elles expriment les
molécules de CMH classe II (Bland, 1988). La plus grande partie des lymphocytes T de
I'épithélium sont des lymphocytes T CD8" dont le rdle dans la suppression active de la
réponse immune et l'induction d'un état de tolérance a €té démontré par différentes équipes
(Ke et al, 1997 ; Mayer, 1997 ; Grdic et al, 1998).

A Topposé, les doses d'antigéne administré in situ dans les plaques de Peyer, méme
si elles ciblent directement les sites inducteurs ont peut-étre €té insufhsantes pour conduire
a une réponse IgA détectable. La seule voie d'administration favorable a l'induction de notre
réponse a été lutilisation du vecteur vivant Salmonella typhimurium recombinant. Ce
vecteur a conduit & la détection précoce (J15) dIgA sériques spécifiques de la toxine
tétanique et plus tardivement (J45) d'IgA sécrétoires-chez 60% des animaux infectés par les
Salmonelles. Les salmonelles atténuées ont démontré dans d_e nombreux cas (Curtiss et a,
1989) leur potentiel a induire non seulement une réponse immune locale, elles s'attachent
aux cellules M qu'elles envahissent (Carter et Collins, 1974), mais également systémique du
fait de leur caractére invasif et de leur progression dans les ganglions mésentériques, le foie
ou la rate. La pénétration des bactéries dans I'organisme au niveau des plaques de Peyer
ainsi que l'induction potentielle de cytokines inflammatoires (associées aux endotoxines et

LPS des parois bactériennes), rapportée dans le cas d'une infection par Bordetella pertussis
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(Remoué er al, 1997) sont deux arguments en faveur de la production d'IgA muqueuses.
Par contre, nous avons été dégus par la grande hétérogénéité des réponses IgA spécifiques
de l'antigéne Sm28GST et la faible fréquence des animaux répondeurs, imputable &
l'immunogénicité plus faible de la Sm28GST par rapport a la sous-unité C de la toxine
tétanique. Pendant notre travail de these, d'autres vecteurs ont montré leur efficacité a
induire une réponse IgA spécifique de notre protéine d'intérét : le vecteur vivant Bordetella
pertussis recombinant exprimant la protéine de fusion FHA-Sm28GST engendre la
production d'TgA anti-Sm28GST dans la muqueuse pulmonaire (Renaud-Mongénie et al,
1996 ; Mielcarek et al, 1997) et les liposomes en tant que vecteur synthétique induisent la

sécrétion d'IgA intestinales spécifiques de l'antigéne Sm28GST (Ivanoff ef al, 1996).

Malgré 'absence d'IgA spécifiques dans nos différents protocoles d'administration,
l'administration parentérale de l'antigéne Sm28GST ou linfection par les salmonelles
recombinantes ont conduit a la sécrétion d'anticorps dont le profil isotypique est en accord
avec des travaux récemment publiés (Comoy -ef -al, 1997a). Ainsi, l'utilisation d'adjuvant
complet de Freund, quelque soit la dose d'antigene entraine la production dIgG1, d'IgG2a
et d'IgG2b anti-Sm28GST chez la souris BALB/c et les mémes taux d'anticorps chez la
souris C57 Black 6, a 'exception des IgG2a non détectables. Différents travaux réalisés
dans des systémes d'activation polyclonale in vitro ont montré que I1L-4 stimule la
production d'IgG1 et d'IgE (Mosmann ef al, 1986), que ITL-5 seule ou en synergie avec
ITL-4 augmente la sécrétion d'IgA (Coffman ef al, 1987 ; Sonoda ef al, 1989 ; Ehrhardt et
al, 1992) et que ITFN-y conduit & l'expression préférentielle d'IgG2a (Snapper et Paul,
1987). Dans nos modeéles d'immunisation en présence d'ACF, nous observons un profil T
auxiliaire mixte caractérisé par la présence de cytokines .Thvl‘ et Th2, en accord avec
lisotypie observée chez la BALB/c. Des différences notables dans les quantités
d'interleukines libérées sont observées entre les souches de souris immunisées. Ainsi, la
souris Balb/c sécréte des taux plus importants d'TL-5 que la souris C57Black6. Cette
différence d'expression d'IL-5 en fonction du fond génétique des souris a déja été rapportée

dans les travaux de Dieli et al (1995) qui montrent qu'une expression plus importante d'IL-5
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est corrélée a une production plus forte d'IgA. Dans notre modele d'immunisation, cette
différence n'entraine pas chez la BALB/c une production différente d'IgA, cependant, il faut
rappeler que I'IL-5 n'intervient qu'en tant qu'agent de maturation terminale des lymphocytes
B IgA™ et que les étapes préalables de différenciation n' ont probablement pas été optimales
dans ces protocoles. Malgré l'absence dlgA, la souris BALB/c restera notre modele
expérimental du fait de sa production plus importante d'IL-5 et plus faible d'TFN-y. En effet,
alors que chez la souris BALB/c, il n'est pas possible d'observer une production d'TFN-y
différente du contrdle adjuvant et donc spécifique de la Sm28GST, les souris C57Black 6
sont de trés bonnes productrices dTFN-y, que ce soit dans le cas d'une stimulation
mitogénique ou spécifique. Par ailleurs, cette production d'IFN-y n'est pas en accord avec
'absence dTgG2a reportée dans ce modele d'immunisation parentérale. Parallelement,
l'infection des souris C57 Black6 par Salmonella typhimurium entraine des taux non
spécifiques d'TFN-y trés importants, et bien que non détectable dans nos conditions de
culture, l'expression d'ARNm codant pour I'TL-4 (Comoy et al, 1997b). Ces deux cytokines
antagonistes n'empéchent pas l'expression d'un profil isotypique mixte marqué par la
dominance des IgG2b sur les 1gG2a. Ces observations indiquent que l'expression du profil
isotypique n'est pas exclusif de la présence ou de l'absence de l'une des deux cytokines mais
plutét fonction d'une balance entre les taux d'expression des interleukines. D'autre part, en
plus des facteurs solubles, la nature des cellules présentatrices d'antigénes intervient
¢galement dans l'orientation .du profil isotypique, les cellules dendritiques entrainant la
production dTgG2a et dIgG1 alors que les macrophages favorisent l'expression d'IgE et

d'IgG1 (De Becker et al, 1994).

2. La réponse IgA dans I'infection murine par
S. mansoni

Les différentes observations rapportées dans l'article 1 et la partie 2 de nos résultats

nous permettent de proposer plusieurs facteurs impliqués a différents niveaux dans la
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réponse IgA observée au cours de la schistosomiase murine. Il apparait trés nettement que
1) l'apparition des oeufs du schistosome est le facteur déclenchant pour la production d'IgA
sériques et intestinales et que 2) deux populations lymphocytaires B d'origine distincte sont

impliquées dans la sécrétion d'IgA dans les muqueuses.

2.1. Les oeufs du schistosome, inducteurs de la réponse
IgA

Plusieurs expériences d'infection classique chez la souris BALB/c indiquent que la
production d'IgA sériques et sécrétoires spécifiques du parasite augmente trés fortement
aprés la semaine 6 (dés la S8) et que la réponse la plus intense est dirigée contre les
antigénes associés aux oeufs du schistosome. En paralléle, linfection monosexuée ne
conduit pas a la détection de taux d'IgA différents des taux de base observés dans les
premiéres semaines d'une infection classique. Ces observations sont en faveur du rdle
stimulateur des oeufs sur la réponse IgA. Il est important de rappeler que les schistosomes
matures quittent les veinules.du foie vers la S4 (J28) pour gagner la veine porte et les veines
mésentériques ou la ponte débute vers la S5 (J35). Différentes molécules associées aux
oeufs ainsi que certains facteurs dérivés des plaquettes permettent la fixation active des
oeufs aux cellules endothéliales des veines mésentériques et leur extravasation vers les tissus
hépatiques et intestinaux (Ngaiza -ef al, 1993). C'est a partir de l'intestin qu'ils gagnent la
lumiére et sont éliminés. Une partie des oeufs qui reste piégée entraine la formation de
granulomes. L'amplification de la réponse IgA intervient donc 2 a 3 semaines apres
l'oviposition et est parrallele au développement du profil Th2 observé dans la schistosomiase

une fois 'oviposition établie (Grzych et al, 1991).
2.1.1. Les oeufs et la polarisation Th2

L'analyse de la réponse cellulaire associée a l'infection bisexuée, en cinétique (article

1) ou sur 3 points de l'infection (S4 : avant la ponte des oeufs, S8 et S11 postérieures a la
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ponte), confirme chez une souche différente de souris, I'émergence aprés l'oviposition de
cytokines de type 2. En effet, l'expression de I'TL-4 et de ITL-5 est maximale a la S8.
Parallélement, les taux d'IL-2 diminuent, en réponse au SWAP ou suite a la stimulation par
la ConA indiquant une régulation négative de la capacité des splénocytes a exprimer cette
cytokine Th1. L'analyse de la production d'IFN-y, plus délicate sur 3 points que sur toute la
cinétique, révele dans l'ensemble une diminution des taux sécrétés principalement en réponse
au SWAP ou aux antigénes de furcocercaire, aprés la S4. La sécrétion de taux importants
dTFN-y en réponse & la ConA indique cependant la présence de cellules Th1 ou ThO apres
l'oviposition. Différents travaux rapportent la persistance de ’expression d’ARNm codant
pour I'IFN-y de maniére concomittante a I’expression des ARNm pour I’IL-4 dans la phase
aigiie de la schistosomiase (Henderson ef al, 1991) ainsi que la sécrétion in vitro d’IFN-y
apreés restimulation alors que la réponse cellulaire ex vivo était de type Th2 dominant (Vella
et Pearce, 1992). Contrairement aux cytokines associées au développement de l'infection
bisexuée, linfection monosexué¢e ne conduit pas a l'expression d'un profil Th2
caractéristique, de part 'absence d'IL-4 et la présence de taux -constants d'TL-5.

De nombreux travaux documentent I'émergence du profil Th2 et la régulation
négative de la production d'TL-2 et d'IFN-y associées a l'apparition des oeufs. Plusieurs
études démontrent que les lymphocytes Thl et ThZ CD4™ émergent de cellules précurseurs
communes (Street ef al, 1990) dont la polarisation vers un profil donné est lie, parmi de
nombreux facteurs, a la présence ou a l'absence précoces de cytokines polarisatrices telles
que ITL-4, I'TFN-y ou I'IL-12. Ainsi, Iinduction d'un profil Th2 semble conditionnée par la
présence précoce dTL-4 (Gollob et Coffman, 1994) et un contact répété avec de faibles
doses d'antigene, ce qui est le cas des schistosomes et de leurs oeufs qui délivrent de fagon
permanente au systéme immunitaire leurs antigenes. L'administration d'oeufs s'accompagne
d'un stade d'expression de cytokines ThO qui évolue au bout de 10 jours vers un profil Th2
(Vella et Pearce, 1992). L'TL-4 sécrétée par des cellules non T non B telles que les
mastocytes, les basophiles ou les €osinophiles serait a l'origine de la polarisation vers un
profil Th2 (Williams ez al, 1993 ; Kullberg ef al, 1996 ; Sabin et a/, 1996). La polarisation

de la réponse cellulaire, par les oeufs du schistosome, vers un profil Th2 s'exerce a
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'encontre d'antigénes parasitaires mais €galement & I'égard d'antigéne inducteur d'une
réponse Thl (Kullberg et al, 1992). Ainsi dans nos protocoles d'immunisation par l'antigéne
Sm28GST, l'administration sous-cutanée d'oeufs entraine, lors d'une restimulation par
l'antigéne Sm28GST, la sécrétion d'IL-4 par les splénocytes, une augmentation importante
des taux d'IL-5 dans les ganglions et la rate et une diminution de la production d'TFN-y.
Conjointement a l'augmentation des taux d'IL-5, nous avons détecté la présence d'IL-2 chez
les animaux ayant regu des oeufs en rappel. Cette cytokine est par ailleurs impliquée dans la
sécrétion d'IL-5 dans les lésions granulomateuses (Metwali ez a/, 1993).

L'installation du profil Th2 dans la schistosomiase s'accompagne d'une régulation
négative de la sécrétion d'interleukines Thl. L'IL-10 produite par différents types cellulaires,
notamment par les lymphocytes B (et majoritairement B1), par les lymphocytes Th2 ou par
les macrophages activés est au centre de cette régulation. Cette cytokine inhibe la
production de cytokines Thl in vitro et in vivo (Fiorentino ef al, 1989 ; Sher et al, 1991),
par une action indirecte via les macrophages (Fiorentino, 1991a). Par contre, elle
n'interviendrait pas dans I'induction des cellules productrices d'TFN-y (Seder et al, 1992).
Dans la schistosomiase, 1'TL-10 produite par les lymphocytes des souris infectées altére la
capacité des macrophages a présenter l'antigéne aux cellules Thl, en régulant négativement
l'expression de leurs molécules costimulatrices (Flores-Villanueva, 1996). Trés récemment,
Estaquier et al (1997) ont montré que les lymphocytes Thl persistaient méme apres
l'oviposition et qu'ils sécrétaient lors de l'activation de leur TCR de ITL-2 et de I'TFN-v. La
régulation négative des fonctions effectrices des lymphocytes Thl ne proviendrait pas d'une
absence de ces lymphocytes mais d'un processus -actif d'apoptose des cellules Th1 ou ThO
dépendant de I'IL-10.

Parmi différents facteurs, les antigénes polysaccharidiques et plus particuliérement le
Lacto-N-fucopentaose qui contient le trisaccharide Lewis ¥, présent en grande quantité sur
les oeufs du schistosome sont a la base de linduction de cette cytokine régulatrice
(Velupillai et Harn, 1994). Ces sucres, en plus d'induire la prolifération des lymphocytes B,
entrainent la production dTL-10 et de prostaglandine E2 qui régule négativement les

populations Th1 CD4".
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Dans nos expériences, l'analyse cinétique de la production d'IL-10 en réponse aux
antigénes parasitaires révéle, a la S8, un pic dTL-10 chez les animaux infectés
classiquement, quelque soit le stade parasitaire. Curieusement, il apparait trés clairement
que l'infection monosexuée par des vers femelles engendre, aux trois temps de la cinétique,
des taux trés importants d'IL-10, équivalents aux maxima observés a la ponte des oeufs dans
l'infection bisexuée. L'apparition précoce d'IL-10, avant la ponte des oeufs est également
rapportée dans l'infection par Schistosoma bovis (Viana da Costa et al, 1998) et elle souléve
des questions quant & son role dans la polarisation Th2. L'analyse du SWAP et du SEA
montre que le Lewis * est plus représenté dans le SEA que dans le SWAP (résultats non
présentés), ce qui suggére que d'autres molécules, oligosacharidiques ou non, présentes
chez les vers (et surtout chez la femelle) puissent étre a l'origine de l'induction d'TL-10. Dans
ce contexte, la KLH qui présente une communauté antigénique avec un épitope
oligosacharidique de l'antigéne Gp38 present-a la surface des schistosomules (Dissous et a/,
1986 ; Grzych et al, 1987) entraine, lors d'une immunisation, la sécrétion de cytokine Th2
(IL-10 en quantité importante, IL-5 et IL-4) et la présence d'TL-2 (résultats non présentés).

L'ensemble de ces données confirme le potentiel inducteur de la réponse Th2 par les
oeufs du schistosome, caractérisé par la sécrétion de taux élevés d'IL-4 et d'TL-5, tant dans
les modéles d'immunisation par I'antigene Sm28GST associé a l'injection d'oeufs que dans
les infections classiques. Il est probable que ce soit I'association de ces deux cytokines, et
principalement de 1'lL-4 avec ITL-10 d€ja présente avant l'apparition des oeufs qui engendre

la régulation négative du profil Thl .observee apres l'oviposition.
2.1.2. Cytokines Th2 et réponse IgA dans l'infection par S. mansoni

L’expression d’un profil Th2 domunant lié a la qualité intrinséque des ceufs de
schistosome offre un contexte favorable au développement de la réponse IgA. En effet, il
est reconnu que l'induction de la réponse IgA est dépendante de l'interaction cognitive des
cellules T CD4" avec les lymphocytes B (Kawanishi es al, 1983) et que dans les muqueuses,

la réponse cellulaire T est principalement orientée vers une réponse Th2 (Taguchi ef d/,
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1991) suggérant l'importance des cytokines Th2 dans la prédominance de cet isotype.
Plusieurs études réalisées in vitro ou en utilisant des souris déficientes en cytokines ont
permis d'appréhender le role des différentes cytokines dans linduction et la production
d'IgA au niveau des muqueuses.

Des évidences in vitro suggerent que I'IL-4 puisse étre un facteur de commutation
important pour I'TgA (Lin ef a/, 1991 ; Wakatsuki et Strober, 1993) ; cependant, l'utilisation
de souris KO pour cette cytokine indique un nombre identique de cellules sécrétrices d'IgA
dans les muqueuses démontrant que la commutation isotypique vers ITgA est normale chez
ces animaux. Par contre, Vajdy ef a/ (1995) démontrent que la déficience en IL-4 entraine
une incapacité des animaux a monter une réponse IgA muqueuse spécifique d'un antigene
administré par voie orale et un nombre réduit de plaques de Peyer ainsi qu'un défaut dans le
développement des centres germinatifs des follicules lymphoides. L'absence d'TL-4 conduit a
des réponses B trés faibles ou inexistantes dans la rate, la lamina propria ou les sérums des
animaux immunisés, liées a une mauvaise interaction fonctionnelle entre les lymphocytes B
et T. La sécrétion d'TL-4 chez les souris infectées de maniére bisexuée est maximale entre
les semaines 6 et 8 et elle coincide, non seulement avec l'apparition des oeufs dans les tissus
mais également avec l'éxpression dIgA -sériques et muqueuses. A contrario, ce pic
d'expression d'TL-4 n'est pas observé .dans nos expériences d'infection monosexuée (pour
lesquelles les souris ne présentent pas d'oeufs) et les taux faibles et constants d'TL-4 ne
suffisent pas a engendrer une réponse IgA spécifique du parasite. D'autre part, l'analyse, par
RT-PCR, de l'expression des ARNm codant pour cette cytokine (résultats non présentés)
révele dans les ganglions mésentériques drainant le GALT l'expression plus forte des
messagers pour ['TL-4 chez les animaux porteurs d'une infection bisexuée que chez les
animaux "monosexués” et confirme les pics d'expression observés a la S8 par Henderson et
al (1991). Les taux faibles de cette cytokine tant dans la rate qu'au niveau muqueux chez les
animaux qui ne présentent pas d'oeufs, pourraient étre a l'origine d'un défaut d'activation des
populations Th2 et pourraient bloquer I'émergence des taux importants d'IgA observés dans

le cas d'une infection bisexuée.
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L'IL-5 est également une cytokine de type 2 dont les taux augmentent fortement une
fois 'oviposition établie. 1l est clair que cette cytokine n'agit pas sur les lymphocytes B IgA”
mais elle augmente la réactivité des cellules exprimant déja des IgA, soit seule (Beagley et
al, 1988) ou en synergie avec I'IL-4 (Murray ef al, 1987), I'IL-6 (Kunimoto ef a/, 1989) ou
le TGF-B (Coffman et a/, 1989). Elle agit donc en tant qu'agent de maturation terminale.
L'analyse cinétique de cette cytokine révéle, a partir de la S8, des taux moins importants en
réponse au SEA ou a la stimulation mitogénique, chez les animaux "monosexués".
Curieusement, l'infection par des schistosomes femelles induit des taux plus élevés d'IL-5
que linfection par les males, taux par ailleurs identiques lors d'une restimulation par le
SWAP a ceux observés chez la souris infectée classiquement. Ces résultas confirment que
les oeufs sont les antigénes les plus puissants dans 'induction du profil Th2 mais pourraient
laisser supposer une différence dans la réponse IgA en fonction du genre de l'infection.
D'une part la réponse IgA sérique et intestinale spécifique du stade des vers est beaucoup
moins importante que celle dirigée contre les oeufs et d'autre part, malgré des taux dTL-5
plus importants, les vers femelles ne stimulent pas plus la production d'IgA spécifiques du
stade schistosome que les vers males. L'absence .d'IgA chez les souris infectées par des
femelles malgré des taux dTL-5 similaires & ceux des souris "bisexuées" nous permettent
d'avancer que, seule, I'TL-5 n'est pas le facteur essentiel au développement de la réponse IgA
anti-parasitaire. D'autre part, méme si I'TL-5 est produite en quantité importante dans les
tissus muqueux et qu'elle stimule la réponse muqueuse, son absence in vivo chez des souris
déficientes n'a pas d'effets déléteres sur la production d'IgA (Ramsay et al, 1996). Par
contre, ces animaux présentent une réduction importante de leurs lymphocytes B CD5” et
une absence d'éosinophiles tissulaires et sanguins lors d'infection par les helminthes (Kopf ez
al, 1996).

D’autres cytokines, telles que 'IL-10, le TGF-[3 et I’'IL-6 souvent associées dans la
régulation des processus inflammatoires, sont impliquées a différents niveaux dans les
événements cellulaires qui conduisent aux plasmocytes a IgA et & la production de cet

isotype.
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L'TL-10, trés bien exprimée dans linfection par S. mansoni a une action positive sur
I'expression de la réponse IgA aussi bien dans le modele murin que chez I'homme (Lagoo et
al, 1994 ; Okahashi et al, 1996 ; Defrance et al, 1992 ; Briére et al, 1996). La présence,
chez les souris infectées par des vers femelles, de taux similaires a ceux observés chez les
animaux "bisexués” a la S8 n'est pas associée a la détection d'IgA sériques ni sécrétoires.
Cette observation paralléle a celle de I'IL-5, dans le cas d'une infection par les vers femelles,
démontre que la femelle du schistosome présente une capacité a induire des cytokines Th2
plus importante que le mile et suggere que, dans le cas -d'une infection biséxuée, ce sont les
antigenes liés au systéme reproducteur de la femelle ainsi que I'émission des oeufs qui
conduisent a l'expression d'un profil Th2 et a la production subséquente d'IgA anti-
parasitaires. Lors d'une infection monosexuée, le systeme reproducteur des femelles est
immature (i.e. glandes vittellines atrophiées) mais l'ovaire et l'ootype sont développés
(Erasmus, 1973) et leurs antigénes associ€s pourraient entrainer une "pré-polarisation" de la
réponse immune qui s'orienterait définitivement vers un profil Th2 établi, .dés 'apparition

des oeufs et de I'IL-4 associée et qui conduirait a I'expression d'TgA.

2.2. Deux origines pour les plasmocytes a IgA de
'intestin

Alors qu'il apparait clairement que les oeufs du schistosome sont le facteur
déclenchant de la réponse IgA sérique et intestinale, différents arguments nous permettent
d'avancer que linduction de cette réponse nécessite €galement lactivation du systéme
immunitaire muqueux : en effet, 'administration sous-cutanée d'oeufs suite a I'immunisation
par l'antigéne Sm28GST, bien qu'entrainant la polarisation de la réponse cellulaire vers un
profil Th2 favorable, ne s'accompagne pas d'une production d'IgA spécifiques de I'antigéne
Sm28GST ni du SEA. Inversement, l'administration par voie intra-veineuse d'oeufs chez le
rat, conduit a la production locale d'IgA spécifiques dans la muqueuse pulmonaire (Petitprez

et al, article soumis). Les oeufs, par cette voie d'injection, se trouvent bloqués dans les
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poumons o ils engendrent une réaction inflammatoire et le développement d'un profil Th2
associés & la sécrétion d'TgA.

Nos travaux révele l'origine différente et la participation de deux types de
lymphocytes B dans la réponse IgA intestinale et souleévent des questions quant aux sites

d'induction de cette réponse.
2.2.1. Les lymphocytes B conventionnels et la réponse muqueuse

L'apparition des oeufs dés la S5 dans les tissus hépatiques et intestinaux entraine le
recrutement de cellules inflammatoires et le dépdt progressif de collagéne autour de l'oeuf
piégé (voir photos Résultats Partie II). L'observation macroscopique de l'intestin des souris
infectées de maniere bisexuée révéle la présence de foyers hémorragiques, de nombreuses
boursouflures et un aspect rigidifié. L'analyse histologique du tissu intestinal montre la
dispersion des oeufs dans la muqueuse intestinale -et leur présence au sein des follicules
lymphoides. L'exposition continue de la muqueuse intestinale aux micro-organismes
entériques implique une activation .chronique des -centres germinatifs dans les plaques de
Peyer et cet état d'activation permanent offre un micro-environnement favorable au
‘développement des lymphocytes B IgA” (Weinétein et al, 1991 a, b). 1l est trés probable que
la libération continue d'antigenes par les oeufs vivants directement au sein des sites
inducteurs entraine I'activation des lymphocytes B et .que la production locale de cytokines
induise leur commutation isotypique. Les lymphocytes activés dans les plaques de Peyer
gagnent ensuite les ganglions mésentériques-ou ils continuent leur maturation puis le canal
thoracique et la circulation sanguine a partir de laquelle ils_se relocalisent dans différents
compartiments muqueux. L'étude cinétique des populations c‘ellulaires T et B dans les
ganglions mésentériques montrent un pic (3,5 x contrdles non infectés) du nombre des
lymphocytes B totaux dans ces organes a la S6, soit une semaine apres l'apparition des
oeufs dans les tissus, reflétant l'activation des lymphocytes B de la muqueuse intestinale et
leur migration vers d'autres sites via les ganglions mésentériques. Parallélement, le nombre

de lymphocytes T augmente également tout en se maintenant constant pendant plusieurs
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semaines, suggérant soit un équilibre entre les populations migrant des plaques de Peyer soit

au contraire, une activation in sifu.
2.2.2. Les lymphocytes B1 et la réponse muqueuse

Tres péu d'études ont été consacrées a l'évaluation du rdle des lymphocytes B CD5”
dans l'immunité muqueuse, notamment dans les modeéles infectieux. Cette population de
lymphocytes a une origine ontogénique -distincte des lymphocytes B conventionnels et
posséde des caractéristiques fonctionnelles spécifiques. Chez la BALB/c naive, ces
lymphocytes ne représentent que 0,5 a 1,5% des lymphocytes dans les organes lymphoides
secondaires tels que les ganglions mésentériques ou la rate et ils sont paticuliérement
concentrés dans les cavités coelomiques : péritonéale (32% des lymphocytes B) ou
pleurale.

Notre intérét dans I'étude de cette population découle des observations inérantes a la
régulation de leur expansion et des travaux de Kroese et Herzenberg révelant l'origine non

conventionnelle de 50% des plasmocytes a IgA.
2.2.2.1. Expansion des lymphocytes B1 lors de I'infection par S. mansoni

Les lymphocytes B1 sont des lymphocytes dont le développement est conditionné
par la présence des cytokines Th2 treés bien exprimées dans le contexte d'une infection par S.
mansoni . Le suivi cinétique des populations T et B dans les différents organes lymphoides
met en évidence une activation de toutes les populations en réponse a l'infection. En effet,
les lymphocytes B et T augmentent trés fortement en nombre dés'la S4 pour atteindre selon
les organes un plateau (rate) ou un maximum aux environs de la S6 et de la S8. La cavité
péritonéale est le systéme lymphoide qui subit la plus importante augmentation de sa
cellularité avec un nombre de lymphocytes multipli€ par 6 a la S8. Parallélement, la présence
des schistosomes entraine la prolifération des cellules non lymphocytaires de grande taille

telles que les macrophages. L'infection par S. mansoni entraine donc une activation trés
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intense des populations cellulaires de la cavité péritonéale. L'expansion cellulaire la plus
forte concerne les lymphocytes B, parmi eux, la population de lymphocytes B non
conventionnels CD5™ augmente progressivement dés la S4 pour atteindre un maximum a la
S6. Cette expansion est maximale une semaine apres 'apparition des oeufs coincidant avec
I'établissement du profil Th2 dans la rate. Parallélement a l'accroissement de ces cellules
dans la cavité péritonéale, les taux de lymphocytes B CDS™ atteignent des proportions
importantes a la S6. Le développement de ces lymphocytes est particulierement dépendant
de I'TL-10, qu'ils sécretent également en grande quantité et qui agit de maniére autocrine, et
de I'IL-5. En effet, différentes expériences de sur-expression ou de déplétion de ces deux
cytokines affectent largement la proportion des lymphocytes B1 (Vaux et al, 1990 ; Kopf et
al, 1996 ; Ishida et al, 1992). A l'inverse, les cytokines Thl, IFN-y, IL-2 et IL-12 inhibent le
développement et I'activité de ces cellules (Hitoshi et al, 1989 ; Chase et al, 1993 ; Vogel et
al, 1996). L'expression accrue de I'IL-5 et de I'IL-10 ainsi que la régulation négative de I'TL-
2 et de I'TFN-y au moment de I'oviposition représente .donc un contexte pariculiérement
propice & l'activation des lymphocytes B CD5". Récemment, Velupillai et a/ (1996) ont
montré, dans le contexte de la schistosomiase, le role régulateur de ces interleukines sur
I'expansion des cellules B1.

Les anticorps exprimés majoritairement par les lymphocytes Bl de la cavité
péritonéale sont des IgM et une grande part des IgM sériques proviennent de cette lignée
indépendante. Ces IgM sont souvent de faible affinité et reconnaissent les antigénes T-
indépendants tels que les oligosaccharidiques. Les oeufs du schistosome sont riches en
glycannes et il est clairement reporté que les €pitopes sucrés des oeufs, et particuliérement
le Lacto-N-fucopentaose, stimule l'expansion de cette population B et sa sécrétion d'TL-10
(Velupillai ef al, 1997). A la différence de ces auteurs qui observent l'expansion de la
population B1 a la S2 ou 4, avant la ponte des oeufs, nous rapportons le maximum de ces
cellules simultanément ou postérieurement & l'oviposition. Nous n'avons pas suivi leur
évolution au cours d'une infection monoséxuée mais il est probable que leur nombre

augmente légérement dans le cadre d'une infection monosexuée femelle, de part la présence
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des taux importants d'TL-10 associés, et se stabilise sans pour autant atteindre l'expansion
maximale simultanée a l'oviposition.

La possibilité d'une expression du marqueur CD5 a la surface des lymphocytes B
conventionnels dans des conditions d'activation particuliére, et non de I'expansion d'une
population indépendante, comme l'ont suggérée Wortis er al/ (1992), nous parait peu
probable dans nos expériences car I'évolution des lymphocytes B conventionnels n'est pas
superposable a célle des lymphocytes B1l. En effet, les taux de lymphocytes B2 sont

maximums 15 jours aprés ceux des B1 et inversement, cette population décroit apres la S6.
2.2.2.2. Les lymphocytes péritonéaux, une autre origine pour les plasmocytes a IgA

La relation triangulaire qui unit l'apparition des oeufs a I'expansion maximale des
lymphocytes B1 et a l'induction de la réponse IgA intestinale et sérique, nous a encouragés a
évaluer l'implication de ces cellules .dans la réponse IgA anti-schistosome, en terme de
cellules effectrices dans la muqueuse intestinale.

Les évidences les plus convaincantes .d'une telle participation proviennent de
l'utilisation des souris BALB. Xid qui sont totalement dépourvues en lymphocytes Bl et
présentent un défaut partiel en lymphocytes B conventionnels. Alors que les souris BALB/c
présentent des taux élevés dTgA rﬁuqueuses spécifiques du SEA, les souris déficientes ont
une réponse trés réduite que ce soit .dans la muqueuse pulmonaire ou la muqueuse
intestinale. Ces animaux présentent €¢galement une réponse IgM mineure et une réduction
des taux d'IgA sériques. Ces observations montrent -que l'absence de lymphocytes Bl,
(Iinfection par S. mansoni n'entraine pas d'augmentation du nombre faible de lymphocytes
B1 observé chez ces animaux déficients, Velupillai et al, 1997), a des effets délétéres
marqués principalement sur la production d'IgA muqueuses. La réduction moins
spectaculaire de la réponse IgA sérique suggére que, soit les lymphocytes B1 prennent part
de maniére plus importante dans I''mmunité intestinale que ne laissent supposer les travaux

de Kroese et Herzenberg, soit que la déficience Xid affecte plus particuliérement l'intestin.
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Dans les deux cas, ces hypothéses supposent un tropisme préférentiel des lymphocytes Bl
pour l'intestin ou les muqueuses.

En plus de ces expériences révélant, in vivo, l'implication des lymphocytes B1 dans
la production d'IgA intestinales spécifiques du parasite, différents arguments nous
permettent de soutenir I'hypothése d'une migration des lymphocytes Bl de la cavité
péritonéale vers l'intestin. D'une part, l'expansion importante de ces cellules & la S6 puis la
diminution soudaine de leur nombre alors que l'amplification des lymphocytes B2 est encore
maximale, indiquent soit la mort de ces cellules, soit leur migration vers d'autres sites ou
elles exerceraient leurs propriétés fonctionnelles. Cette diminution des lymphocytes B1 de la
cavité péritonéale intervient a la S8, 15 jours aprés leur expansion -massive suite a
l'oviposition et au moment ou les réponses IgA intestinales et sériques samplifient
fortement. D'autre part, il est possible de restaurer partiellement les réponses IgA
intestinales et sériques spécifiques des oeufs du schistosome en transférant des cellules
péritonéales provenant de BALB/c infectées, a des BALB. Xid naives ou.infectées. Les
différentes expériences de transfert réalisées montrent qu'il faut attendre plus de 15 jours
pour pouvoir détecter une réponse IgA spécifique dans lintestin. La présence dTgM
spécifiques du SEA dans les sérums des souris Xid reconstituées et l'absence dTgA
intestinales 14 jours apres le transfert montrent que ces -cellules sont une source importante
d'TgM, ce qui soutient l'observation des taux tres faibles de cet isotype chez la Xid infectée,
et que les cellules péritonéales n'ont pas-eu le temps de se relocaliser dans l'intestin ou alors
qu'elles ne se sont pas encore différenciées. En effet, l'isotype préférentiel dans les lavages
intestinaux est 1'TgA et d'une maniere générale, chez la BALB/c infectée, .on ne détecte que
des taux trés faibles d'TgM dans ces sécrétions (résultats non présentés). Kroese ef a/ (1989)
ont montré lors d'expériences de reconstitution qu'il faut attendre 15 jours aﬁn de détecter
par immuno-histochimie les cellules transférées. Dans nos expériences pour lesquelles le
parametre d'évaluation est un parameétre fonctionnel de sécretion d'anticorps, nous pensor;s
que les lymphocytes n'ont pas eu le temps de se différencier en cellules productrices d'IgA.
En effet, si le prélevement a lieu 10 jours plus tard, il est possible, dans ces conditions, de

détecter, a la fois la présence d'IgA et d'IgM, dans les sérums, et d'IgA dans les lavages
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intestinaux. Face a ces résultats encourageants, nous avons voulu suivre la migration des
cellules transférées et les localiser dans leur site de domiciliation fonctionnelle. Pour cela,
nous avons marqué, dans des expériences préliminaires, les PerC par une molécule
fluorescente qui est stable 1 mois in vivo et qui n'altére pas la fonctionnalité biologique des
cellules. Cette technique nous a permis de suivre les cellules dans différents organes et bien
qu'un grand nombre de cellules demeurent dans la cavité péritonéale, il a été possible de
détecter de maniére certaine des cellules fluorescentes dans l'intestin des BALB. Xid
reconstituées. La détection de cellules positives dans les ganglions médiastinaux est en
faveur d'une migration vers l'intestin via ces sites (Kroese et a/, 1992).

L'administration paraliéle de SEA, simultanément aux cellules péritonéales,
augmente la production d'IgM dans les s€érums, en contrepartie des IgA, indiquant une
synthése de novo d'anticorps et la prolifération des lymphocytes B en réponse aux antigenes
parasitaires. Par contre, dans lintestin, l'isotype majoritaire reste 1TgA, suggérant une
différentiation locale des lymphocytes B IgM" en lymphocytes B exprimant des IgA.

Plusieurs expériences ont €té réalisées in vitro, afin de caractériser la production
d'anticorps par les PerC de BALB/c infectées. Les lymphocytes de la cavité péritonéale
produisent des IgM, des IgG, des IgA totales dont les expressions (IgG et IgA) peuvent
€tre amplifiées par l'action synergique de-+IL-5 et de I'TL-4, en dehors de toute stimulation
mitogénique. Curieusement, I'TL-6 stimulent la production d'IgA, contrairement aux
observations réalisées par Beagley ef.a/ qui démontrent l'indépendance des lymphocytes B1
vis & vis de I'TL-6 (Beagley et al, 1995). Cependant, ces expériences ont été réalisées sur des
populations enrichies en lymphocytes B mais dont les deux populations B1 et B2 n'ont pas
€té séparées. Les PerC de BALB/c infectées depuis 6 semaines produisent également des
anticorps spécifiques du parasite, aprés restimulation. Cette production est propre aux
lymphocytes des souris infectées et ne résulte pas d'une sensibilisation in vitro par les
antigeénes puisque les PerC de souris naives cultivés dans les mémes conditions n'engendrent
pas la production d'anticorps spécifiques. Une analyse in vitro sur trois temps d'une
cinétique d'infection conforte le role des oeufs dans l'induction de la réponse IgA anti-

parasitaire (mais également IgG et IgM) car il nous a été impossible de détecter des
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anticorps spécifiques avant 6 semaines et demi d'infection (résultats non présentés). Cette
étude menée simultanément sur des souris Xid infectées montre lincapacité de leurs
lymphocytes péritonéaux a sécreter des anticorps spécifiques du schistosome, quelque soit

leur isotype.

2.2.2.3. La mutation Xid est associée a une susceptibilité plus grande dans l'infection

par S. mansoni

Le développement de Schistosoma mansoni chez la souris Xid s'accompagne d'un
nombre d'oeufs tissulaires accru et -d'une mortalité treés importante, comparés a l'évolution
du parasite chez la BALB/c. Ces animaux présentent des réponses humorales défectueuses :
la production d'IgM sérique est extremement réduite, les taux d'IgA sériques sont inférieurs
a ceux observés chez la BALB/c et la réponse muqueuse spécifique du parasite est
particuliérement diminuée. Le réle fonctionnel et protecteur des IgA a été démontré dans de
nombreuses infections virales, bactériennes ou parasitaires. Une caractéristique importante
des IgA est leur incapacité & activer le systeme -du -complément, & l'opposé des autres
immunoglobulines, ce qui implique qu'elles n'entralnent pas de réaction inflammatoire lors
de leur interaction avec les antigénes. Les IgA intestinales sont souvent dimériques et elies
partagent leur capacité a se lier au récepteur des immunoglobulines des cellules épithéliales
avec les IgM afin d'étre transportées vers la lumiere intestinale. Lors de l'infection par .S.
mansoni, les oeufs piégés dans l'intestin provoque une réaction inflammatoire et nous avons
pu observé par immuno-histochimie ]a présence -de plasmocytes a IgA a la périphérie de
granulomes. Par ailleurs, certains auteurs ont rapporté la présence d'IgA et surtout d1gG a
l'intérieur d'oeufs tissulaires (Hirata ez al, 1986). Dlautres suggérent que les IgM, en
association avec le complément C3, seraient responsables de la destruction du miracidium si
I'anticorps arrive a pénétrer dans la coque (Sogandares-Bernal et Brandt, 1976). Dans notre
laboratoire, plusieurs travaux soulignent les propriétés originales des IgA spécifiques de
l'antigéne Sm28GST, capables d'inhiber l'activité glutathion S-transferase et de réduire la

ponte des femelles et les capacités d'éclosion des oeufs. Dans nos expériences, nous ne
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rapportons pas de différence dans la fertilité des femelles (nombres d'oeufs émis in vitro /
femelle identiques) mais une augmentation significative du pourcentage de maturation et
d'éclosion des oeufs provenant des foies des BALB. Xid infectées. Nous n'avons pas testé,
in vitro, 'action directe des anticorps sériques ou sécrétoires des BALB/c ou des BALB.
Xid sur les paramétres d'éclosion et de maturation mais il est possible que 'absence d'IgM et
d'TgA chez la Xid infectée explique les taux-de viabilité plus importants des oeufs.

Il est probable que la présence, chez la BALB. Xid, d'un nombre plus important
d'oeufs dans les tissus, avec une accumulation préférentielle au niveau de l'intestin, affecte
l'intégrité de la barriére intestinale. De plus, l'absence de lymphocytes B CD5” résulte en une
production d'IgA trés faible qui n'est pas compensée par la sécrétion d'IgM, comme cela
peut étre observé dans le cas de pathologies associées a une déficience en IgA (Plebani et
al, 1983). L'absence de ces deux isotypes qui partagent les propriétés physico-chimiques de
polymérisation et de fixation au composant sécrétoire-et-qui ne peuvent pas remplir leur réle
primordial de barriére contre les multiples agressions de la muqueuse intestinale ainsi que la
pathologie liée a la présence des oeufs pourraient -expliquer la mortalité plus grande des
animaux déﬁcients.

En dehors de la réponse humorale, il est maintenant clairement établi que la
susceptibilité ou la résistance & un pathogene est associée a l'expression d'un profil T helper
défini. Ainsi, dans le cas des parasites intra-cellulaires, tels que Leishmania major ou
Trypanosoma cruzi, la résistance ou le contrdle de l'infection-dépendent de l'expression d'un
profil Th1. L'état clinique ou la résistance a l'infection sont améliorés chez la BALB. Xid du
fait de I'expression plus importante des cytokines Thl (Minoprio e al, 1993 ; Hoerauf et al,
1994 et 1995). Notre travail chez la BALB. Xid nous permet d'avancer que dans le cas de la
schistosomiase, la présence d'un profil ThO ou la sécrétion accrue d'TFN-y et diminuée d'TL-
10, ont des effets délétéres sur la viabilité des souris. Trés récemment, Al-Qaoud et al/
(1998) ont également démontré, dans le cas d'une parasitose Th2, l'augmentation de la

susceptiblité associée au défaut de la réponse humorale et cellulaire chez la BALB. Xid.
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3. Conclusion générale et perspectives

En conclusion générale a ce travail de these concernant ’étude de la réponse IgA au
cours de Uinfection murine, il est possible de soulever certains parameétres impliqués dans la
régulation de cette réponse. Le déroulement de I'infection par S. mansoni peut étre scindé
en deux grandes périodes a partir de ’apparition des ceufs, deés la S5. Il apparait tres
clairement que les ceufs pondus dans les tissus, et notamment au niveau de la muqueuse
intestinale, sont le facteur déclenchant de la réponse IgA spécifique détectable 3 semaines
aprés le début de la ponte qu’elle soit sérique ou muqueuse, cette réponse étant par ailleurs
majoritairement dirigée contre les ceufs du schistosome. Pendant les premiéres semaines
d’infection, on observe une expansion progressive des lymphocytes B1 de la cavité
péritonéale et des autres compartiments jusqu’a atteindre un pic une semaine apres
’oviposition. Ces premiéres semaines sont caractéris€ées par la présence d’un profil de
cytokines Thl, a I’exception de I'IL-10 qui est trés bien exprimée lors d’infection
rnonosexuée et qui représente un facteur d’activation important pour les lymphocytes B1.
Le développement maximal de cette population coincide avec I’émergence, & la S6, de
cytokines Th2 et particuliérement de I'IL-4 et de I'[L-5. Les expériences d’infection
monosexuée laisse supposer que I’IL-4 ait un role essentiel dans I'induction de la réponse
IgA. L’émergence du profil Th2 dans la schistosomiase ainsi que la stimulation des sites
muqueux (absente dans les expériences d’immunisation parentérale) sont donc nécessaires a
’induction d’un tel isotype. Il est toutefois possible de déclencher la production d’IgA dans
des contextes Thl liés a I'utilisation de vecteurs vivants recombinants (B. pertusis ou S.
thyphimurium) qui serait alors conditionnée par le développement transitoire d’une
inflammation locale. |
Apreés la S6, le nombre de lymphocytes B CD5™ diminue et différents arguments sont en
faveur d’une migration vers des sites fonctionnels de domiciliation tels que I’intestin qui
subit en permanence leffraction des ceufs. Il faut attendre 15 jours pour que les

lymphocytes se soient relocalisés via les ganglions médiastinaux, et/ou différenciés dans le
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micro-environnement favorable de lintestin ou ils produisent des IgA spécifiques du
parasite, contribuant a I'immunité anti-parasitaire.

Les différentes expériences présentées dans ce travail de thése ont tissé la trame de
ce schéma général qui illustre la régulation de la réponse IgA spécifique observée au cours
“de l'infection par S. mansoni et soulévent de nombreuses voies de prospection ainsi que des
approches complémentaires. Une premiére voie d'analyse consisterait a approfondir le réle
de I'TL-4 sur l'induction de la réponse IgA par l'utilisation de souris K.O. pour cette
cytokine. Rosat Brunet et a/ (1997) ont démontré par ailleurs chez ces animaux une plus
grande susceptibilité a l'infection et des dommages intestinaux exacerbés Il apparait donc
crucial d'entreprendre I'étude de la pathologie au niveau intestinal et d'analyser les processus
inflammatoires liés a ’activation chronique de ce site par les antigénes parasitaires. Un
deuxiéme volet de perspectives -concerne la .cavité péritonéale et les populations
lymphocytaires. Nos travaux indiquent qu’elle jouerait un role plus important qu’on ne lui
ait attribué et qu’elle représente un site inducteur de la réponse immunitaire muqueuse.
Plusieurs questions restent posées quant au site de sensibilisation des lymphocytes B1 avec
les antigénes parasitaires et sur les cytokines impliquées dans leur commutation isotypique.
Quinze jours apres ’apparition des ceufs, il est possible de détecter in vitro des IgA
spécifiques du SEA, il est important de caracteriser I’isotypie dans la cavité péritonéale afin
de savoir si les lymphocytes sont déja différenciés en cellules productrices d’IgA. Il est
possible qu’une population de type Th3, productrices d’IL-4, d’IL-10 et de TGF-f soit a la
base de leur différentiation. Un point majeur sera donc consacré a 1’étude des populations T
de la cavité péritonéale qui, avec les lymphocytes Bl, ont conservé des caractéristiques
ancestrales et sont connus, au niveau de I’intestin, pour promouvoir I"orientation isotypique

vers 'IgA.
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Les souris utilisées dans nos expériences sont majoritairement des souris femelles, agées de
6 a 8 semaines. A chaque expérience les groupes comparés sont toujours de sexe et d'age
identiques.

1.1. BALB/c

Les BALB/c proviennent de Charles River (France)

1.2. C57 Black 6

Les C57 Black 6 viennent d'Iffa Credo (1'Abresles, France)

1.3. BALB Xid

Les BALB_Yid de méme fond génétique que les BALB/c nous ont été aimablement
fournies par le Dr. Paola Minoprio et ont été reproduites dans notre animalerie.

2. Les parasites

Une souche guadeloupéenne de S.mansoni est maintenue au laboratoire par passages
successifs sur des mollusques Biomphalaria glabrata comme hétes intermédiaires, eux-
mémes plongés dans de l'eau minérale (Société des Eaux de Volvic, France) et sur des
souris OF 1 comme hétes définitifs

3. Les antigénes

3.1 Schistosome

3.1.1. Sm28GST

L'ADN complémentaire codant pour l'antigéne de 28 000 daltons de S. mansoni a
été cloné et inséré directement dans un vecteur d'expression suivant la méthode
décrite par Balloul et coll.(1987). L'induction de la synthése de la protéine a été
réalisée par l'incubation a 42° C des cultures d'Escherichia coli (E.coli) portant
l'insert. La purification de la molécule a été effectuée par chromatographie
d'affinité par passage sur une colonne de glutathion (GSH) (Sigma, St Louis, MO,
USA) couplé a des billes de sépharose; cette technique donne une pureté supérieure
a 95 %. L'antigéne recombinant est ensuite passé sur une colonne de polymixine B
(Sigma) afin d'éliminer les traces potentielles de LPS liées a sa production en
systéme procariote.

3.12.FC

Les antigénes solubles de cercaires (FC) sont préparés a partir de cercaires lavées
dans du PBS a 4° C, dispersées par sonication pendant 5 minutes. L'antigéne est
récolté apres centrifugation pendant 15 minutes a 10 000 g.

3.1.3. SWAP

Les antigénes solubles de vers adultes sont préparés a partir des vers adultes lavés
dans du PBS, homogénéisés avec un disperseur de type Ultra-turax (Janke and
Kundel, IKA Labortechnik, Suéde) pendant 1 minute. L'homogénat est alors
soumis & 5 minutes de sonication puis centrifugé a 10 000 g pendant 15 minutes.
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3.1.4. SEA

Les ceufs sont récoltés a partir d'homogeénats de foie de souris OF1 infectées depuis
40 jours. Ils sont centrifugés, lavés plusieurs fois avec du Hanks Wallace jusqu'a
I'obtention d'un culot propre, congelés et puis homogénéisés par une dizaine de
passages dans une X-Press (A.B. Biox, Jarfalla, Suéde) permettant 1'éclatement de
la coque. La suspension obtenue est alors centrifugée pendant 15 minutes a 10 000
g. Le sumageant constitue l'antigéne SEA.

Les concentrations protéiques de tous les antigénes ainsi produits sont évaluées par
la méthode BCA (Pierce, BCA protein assay, IL USA).

3.2. KLH
La protéine "Keyhole Limpet Hemocyanin" de Megatura crenulata est
commercialisée parCalbiochem-Novabiochem Corporation, San Diego, CA USA
sous forme lyophilisée a 30 mg/ml.

4. L'infection

Les expériences d'infection sont réalisées, par passage transcutané de cercaires sur la peau

de l'abdomen rasé de souris anesthésiées au pentobarbital sodique. En général, les

infestations ont lieu par 45 ou 60 furcocercaires selon la durée de la cinétique a respecter.

4.1. Monosexuée
L'infection monosexuée implique que la souris infectée ne porte que des vers
femelles ou des vers males, elle nécessite l'infection préalable des mollusques avec
un seul miracidium. Cette infection monomiracidial conduit & I'émission de
cercaires d'un seul genre. Nous avons vérifié sur chaque souris au moment de la
perfusion la qualité de l'infection monosexuée et noté le genre de l'infection.

4.2. Bisexuee

L'infection bisexuée implique que la souris a été infectée par un mélange de
cercaires et qu'elle porte des vers femelles et des vers males.

5. Evaluation des paramétres parasitologiques

5.1. Perfusion totale
A la fin de l'expérimentation, les souris ayant recu une dose Iétale d'anesthésique
sont perfusées, apres section de la veine mésentérique, en injectant par l'aorte le
liquide de perfusion (NaCl 0,9%, héparine 1%).

5.2. Charge en vers
Les vers récoltés par perfusion totale sont comptés sous loupe binoculaire, apres
qu'ils atent sédimenté. Les vers males, femelles et immatures sont quantifiés a
chaque expérimentation.

5.3. Nombre d'oeufs tissulaires

L'intestin et le foie de chaque souris sont prélevés et pesés. Les organes sont
digérés dans la potasse a 4% une nuit, a 37°C. Les oeufs sont alors comptés sous le
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microscope dans une fraction aliquote de la suspension. Leur nombre est rapporté
pour chaque souris par gramme de tissu, et par gramme de tissu par femelle.

5.4. Test d'éclosion

Pour connaitre la proportion d'oeufs matures, immatures et morts, les organes sont
broyés a I'Ultraturrax dans du tampon Hanks Wallace, toutes les étapes sont
réalisées a 4°C afin d'éviter l'éclosion lors de la préparation. Les échantillons sont
lavés 3 fois dans le tampon afin d'éliminer le maximum d'impuretés et de débris.
Une fraction aliquote (environ 200 oeufs, approximativement 50% d'oeufs matures)
est prélevée, diluée dans de I'eau de Volvic (Société des eaux de Volvic, Volvic,
France) et exposée a la lumiére et a la chaleur (30°C) pendant 30 minutes. Le
processus d'éclosion est arrété par addition de lugol a 1% qui colore en brun. Les
oeufs matures, immatures, morts et les coques sont comptabilisés.

Le pourcentage de maturation est calculé selon le rapport :
% maturation = nombre d'oeufs matures + nombre de coques/ nombre total
d'ceufs x100

Le pourcentage d'éclosion est calculé selon le rapport :

% éclosion = nombre de coques/ nombre d'oeufs matures et de coques x 100

5.5. Pathologie hépatique
Confére article 2
6. Immunisation
Les immunisations parentérales ont eu lieu a la base de la queue par voie SC.

6.1. AIOH

L'antigene Sm 28GST (10 ou 25ug selon les expériences) plus 1,25mg de AIOH
ont été mélangés dans un volume final de 100l pendant 30 minutes avant
l'injection afin d'adsorber l'antigéne dans l'adjuvant.

6.2. ACF

La préparation de l'antigéne se fait en mélangeant volume a volume la solution
aqueuse d'antigéne avec la phase huileuse de l'adjuvant, par vortex, jusqu'a
I'obtention d'une émulsion épaisse blanche. '

6.3. Salmonelles

La souche de Salmonella typhimurium AroA a été généreusement fournie par les
Docteurs C. Anjam Khan et C. Hormaeche (Cambridge, Royaume-Uni). La souche
de salmonelles atténuée que nous avons utilisée est SL3261 (pTechl-P28), qui
exprime la protéine de fusion TTc-Sm28 GST (Anjam Khan ef al, 1994). Ces deux
protéines sont uniquement retrouvées dans le compartiment intracellulaire, et ne
sont pas excrétées par les bactéries. Les plasmides insérés dans les souches
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recombinantes présentent le géne de résistance a l'ampicilline comme facteur de
sélection.

Le stock de la souche est conservé en glycérol a —20°C. Les bactéries sont mises en
préculture pendant la nuit a 37°C, sous forte agitation, dans du milieu LB en
présence ou non d'ampicilline (50 pg/ml). Une culture est réensemencée avec une
fraction de cettepréculture, jusqu'é atteindre la phase exponentielle de croissance.
Les bactéries sont alors recuperees et leur densité est estimée par mesure de la
densité optique (DO=1 correspond a 1,6.10° bactéries /ml a une longueur d'onde de
600nm). Cette densité sera conﬁrmee a posteriori, par étalement de dilutions
successives des cultures sur boites de LB-agar +/- ampicilline (50 pug/ml). Apres
incubation sur la nuit a 37°C, les colonies formées sont comptées, une colonie
correspondant a une bactérze.

L'immunisation se fait par administration de 3. 10" bactenes par voie orale (sonde
gastrique) par souris.

7. Cellules péritonéales
7.1. Prélevement

Les cellules de la cavité péritonéale sont récupérées par injection énérgique de 10
ml de RPMI froid chez la souris préalablement tuée par dislocation cervicale, puis
lavées 4°C deux fois dans le RPMI.

7.2. Production d'anticorps in vitro

Les cellules totales sont cultivées, dans des plaques de 96 puits a fond rond, dans
du milieu de stimulation (Cf §12), a raison de 1.10° cellules par puits (200ul), en
présence de SEA (Sug/pt), de SWAP (5ug/pt) ou de LPS (500ng/pt). L'antigéne est
en contact pendant 5 jours puis les cellules sont lavées 2 fois et remises en
suspension dans du milieu, pour une synthese de novo.

Pour les expériences testant I'influence des cytokines sur la production d'anticorps,
les cellules ont été platées 30mn a 37°C et enrichies en lymphocytes B par
déplétion au MAC'S des cellules T (Tebu France, anti-Thyl.2).

Les anticorps spécifiques ont été dosés purs par ELISA.

8. Analyse des populations cellulaires par cytofluorimétrie de flux

Les cellules du péritoine, de la rate ou des ganglions mésentériques ont été comptés
aprés coloration au bleu trypan et 10° cellules ont été marquées par des anticorps
directement fluorescents ou conjugués a la biotine, nécéssitant alors une mcubation
avec la streptavidine-PE. Dans chaque expérience, les cellules sont pré-incubées
avec un anti-récepteur Fc (anti-CD32/16, clone 2.4G2). Les analyses ont été
réalisées sur un FACScan (Becton Dickinson Rungis, France). Les cellules mortes
ont été exclues dans chaque échantillon par un marquage a l'iodure de propidium.
10* événements ont été acquis et l'analyse a été réalisée sur la fenétre des
lymphocytes, selon leur caractéristique de taille et de granulométrie.

9. Transfert de cellules

Le transfert de cellules de la cavité péritonéale a toujours été réalisé a partir de
cellules platées 20mn a 37°C et lavées plusieurs fois pour éliminer le sérum de
veau. Le nombre de cellules injectées est précisé dans le texte. En moyenne, une
BALB/c compétente a servi a reconstituer une BALB. Xid déficiente. Les réponses
anticorps spécifiques dans les sérums et lavages intestinaux ont été dosées par
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ELISA en diluant a 1/25, 1/250 respectivement pour les IgA et les IgM sériques et
au ¥ pour les lavages intestinaux.

10. Lavages intestinaux

L'intestin (de l'estomac au caecum) des animaux est prélevé, rincé au PBS, coupé
longitudinalement récupéré dans 1 ml de tampon de lavage intestinal, contenant des
inhibiteurs de protéases (PMSF, STI). Il est ensuite agité au vortex pendant 2
minutes et centrifugé a 3500 tr/mn pendant 10 minutes a 4°C. Le sumageant est
récupéré et ajusté a une concentration de 2mM final en PMSF, puis centrifugé a
10000 tr/mn pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant est conservé a —20°C until
tested. '

11. Purification des lymphocytes de la lamina propria

La préparation des lymphocytes de la lamina propria est réalisée selon la méthode
de Davies et Parrott (1981). La seule différence consiste en l'utilisation de la
dispase (0.8 U/ml) au lien de la collagénase.

12, Production des cytokines in vitro

Les conditions de culture, milieu, doses d’antigenes et temps de prélévement sont
référencées dans 1’article 1.

13. Dosage des cytokines par ELISA

Des plaques de microtitration (Nunc, Intermed S.A., Danemark) sont incubées
toute la nuit a +4° C avec 100 pl par puits de différents anticorps monoclonaux
purifiés de souris anti-cytokines, dilués dans le tampon de coating (R4-6A2, BV4-
1D11, JES6-1A12, TRFKS et JES5-2A5 pour respectivement ['anti-IFN-y, 1'anti-
IL-4, l'anti-IL-2, l'anti-IL-5 et I'anti-IL-10). Les puits sont alors saturés pendant
1h.a la température du laboratoire avec 200 pl d'une solution de PBS additionnée
de 0.5 % de gélatine. Aprés 3 lavages avec du tampon PBS-T (PBS 0.1 % Tween
20), les surnageants a doser sont disposés et incubés pendant la nuit a + 4° C. Une
nouvelle série de 3 lavages en PBS-T précéde l'incubation pendant 90 minutes &
37° C avec 100 ul d'anticorps monoclonaux de souris biotinylés anti~cytokines
(respectivement XMG1-2, BVD6-24G2, JES6-5H4, TRFK4 et SXC-1B pour ['anti-
IFN-y, l'anti-IL-4, l'anti-JL-2, l'anti-IL-5 et l'anti-IL-10 biotinylé). Trois autres
lavages en PBS-T seront nécessaires avant 1'addition de la streptavidine-peroxydase
incubée 30 minutes a 37° C. Puis 5 lavages supplémentaires permettront la
révélation de l'enzyme par son substrat OPD (orthophenyldiamine) & 1 mg/ml dilué
en tampon acide citrique 0.05 M - Na2ZHPO4 0.1 M pH 5.5 pendant 30 minutes a
37°C. Les densités optiques sont ensuite enregistrées sur un lecteur de plaque
(Titertek Multiskan) pour étre analysées. Les concentrations des sumageants a
doser sont calculées a partir de courbes standard obtenues avec des cytokines
purifiées recombinantes et diluées dans du milieu de culture. Les valeurs sont
comprises entre 0.1 et 10 ng/ml pour I'lL-5, 1'1l-10 et I'IFN-y, de 1.56 a 100 U/ ml
pour I'IL-2 et de 20 a 1250pg/ml pour I'lL-4.

14. Dosage des anticorps par ELISA
Les plaques sont incubées toute la nuit a + 4° C avec les différents antigénes dilues

dans du PBS a une concentration de 10 pg/ml pour un volume de 100 pl. Les
plaques sont alors lavées une seule fois par du PBS-T. La saturation des sites actifs
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non recouverts d'antigéne est réalisée par du PBS-gélatine a 0.5 %, pendant 1 H a
la température du laboratoire. Une série de 3 lavages successifs est alors entreprise
avant l'incubation des sérums a tester dilués dans du PBS-T. Elle se poursuivra
pendant toue la nuit a + 4° C. Apreés 3 nouveaux lavages en PBS-T, les taux
d’anticorps spécifiques sont alors déterminés par addition d'immunoglobulines de
chévre anti-isotypes de souris marqués a la peroxydase pendant 1h.30 a 37° C. Les
plaques sont alors rincées 3 fois avec le PBS-T avant la révélation de I'enzyme.

La détection des anticorps d'isotypes IgE et IgA suit un protocole légérement
différent. La révélation se poursuit d'abord par l'incubation d'anti-IgE et d'anti-IgA
de souris biotinylés dilués dans du PBS-T pendant 1h.30 a 37° C puis par l'addition
de streptavidine marquée a la peroxydase. Cinq lavages par du PBS-T sont alors
nécessaires avant la réaction colorée obtenue par l'action du substrat OPD
(orthophenyldiamine) a 1 mg/ml dilué en tampon acide citrique 0.05 M -
Na2HPO4 0.1 M pH 5.5 pendant 30 minutes a 37°C. Les densités optiques sont
ensuite enregistrées sur un lecteur de plaque (Titertek Multiskan) pour étre
analysées.
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Far away there in the sunshine are my highest aspirations,
I may not reach them, but I can look up and see their beauty,

believe in them and try to follow where they lead

Louisa May Alcott (1832-1888)



