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I- Introduction

L'immunité anti-tumorale, et particulierement I'immunosurveillance, implique a
la fois des réponses immunitaires innées et adaptatives provenant du
microenvironnement tumoral et péri-tumoral. Ces réponses font intervenir un grand
nombre de types cellulaires qui peuvent reconnaitre des ligands de stress ou des
antigénes exprimés par les cellules cancéreuses. Bien que la majorité des études se
soient focalisées sur les lymphocytes et les cellules ‘natural killer’, de nouveaux
types cellulaires ayant une activité anti-tumorale ont émergés. C’est notamment le

cas des polynucléaires éosinophiles.

Les éosinophiles ont longtemps été associés seulement aux maladies
parasitaires et allergiques. lls sont aujourd’hui considérés comme des leucocytes
multifonctionnels qui participent aux réponses innées et adaptatives par I'expression
de tres nombreux récepteurs et libération de médiateurs. Ces cellules sont
observées dans linfiltrat péri-tumoral de nombreuses tumeurs, que ce soit des
cancers solides ou hématologiques. Cette infiltration, appelée TATE pour ‘Tumor-
Associated Tissue Eosinophillia’, est, en général, associée a un pronostic favorable.
Bien que les mécanismes ne soient pas encore totalement connus, leur potentiel
cytotoxique vis-a-vis des tumeurs a été mis en évidence in vitro et dans des modeles
expérimentaux. De méme, des médiateurs et récepteurs, communs avec les
lymphocytes et connus pour étre impliqués dans les réponses anti-tumorales, ont été

mis en évidence sur les éosinophiles.

Dans cette these, nous détaillerons les singularités et les propriétés
fonctionnelles des éosinophiles, puis, nous nous intéresserons plus particulierement
a leur implication dans l'immunité anti-tumorale en résumant les connaissances
actuelles sur les données épidémiologiques, leur recrutement et les mécanismes

impliqués dans ce contexte pathologique.
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lI- Le polynucléaire éosinophile

1.1. Présentation

Les polynucléaires €osinophiles furent identifiés pour la premiéere fois en 1879
par Paul Ehrlich qui développa une technique de coloration des cellules sanguines
par I'éosine. Ce colorant, capable de se lier aux granules des éosinophiles, permet
leur identification par une coloration rose-orangé. Dans cette partie, nous
aborderons, dans un premier temps, le développement de ces cellules. Nous nous
intéresserons ensuite a leur morphologie tout a fait particuliere, ainsi qu’a leur

distribution.

[1.1.1. Ontogénie

Comme toutes les cellules sanguines, les éosinophiles sont produits dans la
moelle osseuse et proviennent de cellules souches hématopoiétigues (CSH),
pluripotentes, exprimant le CD34, et communes a toutes les lignées. Sous I'action de
plusieurs facteurs de transcription et de cytokines, les CSH vont se différencier en
progéniteurs myéloides communs (PMC) pluripotents, puis en précurseurs
eosinophiles qui poursuivent leur maturation via I'IL-5, I'lL-3 et le GM-CSF (1,2). Au
niveau phénotypique, ce précurseur éosinophile se caractérise donc par I'expression
de la chaine alpha du récepteur a I'lL-5 (IL-5Ra), de I'lL-3Ra et du GM-CSF-Ra.

Plusieurs facteurs de transcription, faisant partie de trois familles différentes,
jouent un rdéle majeur dans le développement de la lignée éosinophile : C/EBPa et €
(CCAAT/enhancer-binding protein family), PU.1 (E-Twenty-Six (ETS) family) et
GATA-1 (famille des facteurs a doigt de zinc). Ces facteurs de transcription régulent
également les autres lignées hématopoiétiques (3). En effet, la différenciation des
macrophages et des polynucléaires neutrophiles est régulée précocement par les
facteurs de transcription de la famille des C/EBP et de PU.1. Au contraire, la
différenciation des érythrocytes et des mégacaryocytes est régulée par les facteurs
GATA et FOG-1 (friend of GATA protein 1) (1). Habituellement, ces facteurs
s’antagonisent mutuellement, cependant, les éosinophiles brisent ces régles puisque

ces cellules co-expriment ces différents facteurs de transcription (Fig. 1.). L’étude de
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génes a permis de montrer que I'engagement dans la lignée éosinophile représente
une deélicate balance dans le seuil d'expression de ces facteurs, et qu'une
perturbation minime de cet équilibre peut faire basculer les cellules vers la lignée

erythroide ou myéloide (4).

C/EBPu
PUL
No/low GATA-1 £

L l

SR Eosinophil
roc& PU.1, C/EBPa
c/esm
V GATA1 CIEBP(

FOG-1

high GATA-1 \
FOG-1

No/low PU.1 w

no C/EBPa

Figure 1 : Effets combinatoires des facteurs de transcription impliqués dans

'engagement et dans la différenciation terminale de la lignée éosinophile. HSC : cellule
souche hématopoiétique: CMP: progéniteur myeloide commun: GMP: progéniteur macrophage/granulocyte;
EoP: progeniteur e€osinophile: MEP: progeniteur erythocyte/meégacaryocyte; Mac: macrophage; PMN:
leucocytepolynucléaire: Ery: erythrocyte: Meg: Mégacaryocyte

Figure tirée de Ackerman SJ, Du J. Transcriptional Regulation of Eosinophil Lineage
Commitment and Differentiation. 76-89. In Lee JJ, Rosenberg HF. Eosinophils in Health
and Disease. Eisevier. 2013

Une autre variable & prendre en compte est la cinétigue d’expression de ces
facteurs de transcription. En effet, 'engagement vers les précurseurs éosinophiles
nécessite I'expression coordonnée de C/EBPa et de PU-1, un taux modéré de
GATA-1 et I'absence de FOG (4). Aux stades plus matures, c'est-a-dire a la
transition entre promyélocytes et myélocytes, a la différentiation terminale et a la
maturation fonctionnelle, la régulation se fait par les isoformes activateurs et

inhibiteurs de C/EBPg, également de facon temps-dépendante (5,6).

Concernant les cytokines, I'lL-5, relativement spécifigue des éosinophiles par
I'expression sélective de la chaine a de son récepteur, est une cytokine clé dans
I'expansion de ces cellules et dans leur survie tissulaire. Des souris transgéniques
sur-exprimant I'lL-5 présentent une éosinophilie massive (7). Cependant, un taux
normal d’éosinophile est retrouvé chez les souris déficientes pour I'lL-5 bien qu’elles

ne développent pas d’éosinophilie aprés infection par des helminthes ou aprés
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stimulation allergénique (8). De plus, Mori et al. ont différencié in vitro des
eosinophiles matures a partir de progéniteurs de la moelle osseuse en absence d’IL-
5 (9). Ces observations suggérent que la signalisation IL-5/IL-5Ra ne jouerait pas un
réle essentiel dans I'engagement dans la lignée éosinophile mais plutét donnerait un

signal permissif pour leur différenciation.

[1.1.2. Morphologie

Les polynucléaires éosinophiles sont facilement différenciables des autres
leucocytes. lls mesurent 8 a 12 ym et ont, chez ’'Homme, un noyau bilobé et de
nombreuses granulations roses-orangées volumineuses et homogénes, observables
apres coloration classique au May Grinwald Giemsa (MGG) (Fig. 2A.). Toutefois,
dans certaines conditions et selon I'état de maturation et d’activation, des
éosinophiles hypodenses, trés peu granuleux et vacuolés peuvent étre observés. La
reconnaissance est alors moins aisée. L'observation d’une réaction enzymatique
spécifique a la peroxydase (résistante au cyanure), conduisant a un précipité fonce,
est alors utilisée pour identifier et déterminer I'état de maturation des éosinophiles.
La microscopie électronique a, quant a elle, permis de visualiser leurs granules
spécifiques. Ces granules, dits secondaires, sont bi-compartimentés. lls comportent
un noyau cristalloide, aussi appelé « core », et une matrice qui apparait moins dense
aux électrons. Ces éléments ultrastucturaux sont une véritable signature des
éosinophiles, et sont peut-étre encore plus spécifiques que le marquage a I'éosine
(10).
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Figure 2: Morphologie de I'éosinophile mature aprés coloration au MGG (A) et
microscopie électronique (B)

Figure tirée de Prin L, Gatault S, Lefevre G, Kahn JE. Le polynucléaire éosinophile
nouveautés en physiologie et implications diagnostiques. Revue Francophone des
laboratoires. 2014 May; 462: 69-81
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Les éosinophiles humains matures possédent quatre types distincts de
granules (Fig 2B.) :

- Les granules primaires, ronds et denses en microscopie électronique, sont
formés a un stade précoce de la différenciation dans la moelle osseuse. Ces
granules, contenant la lysophospholipase, ne comportent pas de noyau
cristalloide mais peuvent se condenser pour former des cristaux de Charcot-
Leyden.

- Les granules secondaires spécifiques permettent le stockage et la sécrétion
d’'un grand nombre de protéines préformées dont les protéines cationiques des
éosinophiles, la MBP (Major Basic Protein), contenue dans le « core » de ces
granules, 'EPO (Eosinophil Peroxydase), 'TECP (Eosinophil Cationic Protein) et
'EDN (Eosinophil Derived Neurotoxin), contenues dans la matrice.

- Les petites granules sont invisibles en microscopie optique, ils dérivent de
'appareil de Golgi et contiennent des complexes enzymatiques incluant l'aryl
sulfatase et la phosphatase acide.

- Les corps lipidiques, petites vésicules, sont le site de biosynthese des
meédiateurs lipidiques inflammatoires comme les prostaglandines et les

leucotrienes.

11.1.3. Recrutement des éosinophiles

11.1.3.1. Localisation

Chez un individu sain, les éosinophiles ne représentent qu'entre 1 et 3% des
leucocytes. Aprés leur maturation dans la moelle osseuse, ils atteignent la circulation
sanguine ou ils ne restent qu’entre 13 et 18 heures avant de migrer vers les tissus.
Cela explique les difficultés d’obtention et de purification d’éosinophiles de sujets
sains. A la différence du sang, leur demi-vie dans les tissus est longue puisqu’ils
peuvent y survivre pendant plusieurs semaines (11). Leur localisation tissulaire est
tres variée. En effet, a I'état physiologique, on les retrouve au sein des organes
lymphatiques et hématopoiétiques, et principalement au niveau des tissus a
I'interface avec I'environnement tels que le tractus gastro-intestinal, respiratoire, uro-
génital ou encore la peau. Ces tissus constituent des endroits de renouvellement

tissulaire important. Il pourrait alors exister un lien entre la présence d'éosinophiles et
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le remodelage tissulaire homéostasique et/ou la réparation dans les tissus lésés, par

exemple au niveau des tumeurs.

En cas de réaction inflammatoire, les éosinophiles sont redistribués et quittent
leurs sites primaires pour atteindre les foyers inflammatoires et les organes
lymphoides proximaux. Par exemple, dans le tractus gastro-intestinal, les
éosinophiles résident dans la lamina propria en condition d’homéostasie. Lors d’'une
situation inflammatoire, ils migrent et sont retrouvés au niveau des plaques de Peyer
(12).

11.1.3.2. Molécules d’adhérence

La migration tissulaire nécessite une étape de roulement sur les cellules
endothéliales suivie d’'une adhérence permettant la transmigration. Deux types de
molécules d’adhérence sont nécessaires a ce passage tissulaire: les sélectines et les

intégrines.

Les intégrines sont nécessaires au roulement. Les éosinophiles expriment
constitutivement la L-selectine qui interagit avec le CD34 et MAACAM-1 exprimés par
I'endothélium. Ils expriment également le CD162 (P-selectin glycoprotein ligand-1 ou
PSGL-1) ainsi que le CD15s (sialyl-Lewis®) qui permettent l'interaction avec la P-
selectine et la E-selectine de I'endothélium (3) (Fig. 3).

Les intégrines sont des molécules hétérodimériques constituées d’'une chaine
a et d’'une chaine . L’avidité de la liaison entre I'intégrine et son ligand est plus
importante que celle de la liaison sélectine-ligand, elle permet donc le renforcement
de 'adhérence des éosinophiles a I'endothélium. Ceux-ci expriment les intégrines 31,
B2 et B7 (a4p1 (VLA-4; CD49d), a6B1l (VLA-6; CD49f), aMpB2 (MAC-1;
CD11b/CD18), aLpB2 (LFA-1; CD11a/CD18), aXp2, aDB2 et a4p7), qui ont pour
ligands VCAM-1, ICAM-1, -2, -3, MAdCAM-1 et le fibrinogene (3).

11.1.3.3. Récepteurs aux chimiokines

Les intégrines seules ne suffisent pas au recrutement tissulaire des
eosinophiles. Ainsi, apres la diapédése trans-endothéliale, ils sont dirigés par des
molécules chimiotactiques jusqu’au site d’intérét. Les chimiokines sont produites par
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différentes cellules et organes et, en se fixant sur leurs récepteurs, contribuent au
tropisme tissulaire des éosinophiles. Ces récepteurs appartiennent a la famille des
récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G (Fig 3.).
Les principaux présents sur les éosinophiles sont le CCR1 (ayant pour ligand
RANTES/CCL5, MIP-1a/CCL3 et le MCP-3/CCL7), le CCR2 (se liant a MPC-
1/CCL2), le CCR3 (se fixant a MCP-4/CCL13, RANTES et I'éotaxine/CCL11) et le
CXCR3 qui répond a I'lP-10/CXCL10 (3).

R i and other chemotactic factor A
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and costimulatory molecules e A is, sigmling =] others
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CDS0 CDs4
CDg6 CD244
cD33 SLAMF6
CD47 HLA-A,-B,-C
cD48 HLA-DRT
Adhesion molecules
ITGALITGB2
ITGAM
ITGAX
ITGADITGB2
CDs8
ITGA4
ITGAS
SELL
SELPLG
ialyl-Lewis x (CD15s] /
e PBCAM(I ' o IL4R % TLRS
ICAMIT ILSR AN TLR78
ICAM3 / LR N TLRO
AHE n.l';.;xl:ﬁ.ullmc N ’“CR’C CD, A ,33
A}x}fsm 7 IL23RIL-12RB1 \\ %Acsm
' IL27RA \\
Y 4 IL31RA Re
/_/ ILIRL1 \
CSF2RA/CSF2RB N
IFNGR1 N
L KIT N
A TNFRSFIA \\
TNFRSFIB \\
TGFBR N\

Figure 3: Molécules de surface exprimées par I’éosinophile.
Figuretirée de Driss V, Legrand F, Capron M. Eosinophil receptor profile. 30-38. In Lee JJ,
Rosenberg HF. Eosinophils in Health and Disease. Elsevier. 2013
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11.1.3.4. Recrutement en condition homéostasique

A l'état physiologique, apres maturation dans la moelle osseuse et un bref
passage dans la circulation générale, les éosinophiles sont donc recrutés au niveau
de nombreux tissus : tractus gastro-intestinal, thymus, glandes mammaires et utérus.
Les éosinophiles retrouvés au niveau du tractus gastro-intestinal forme la population
en éosinophiles la plus importante (13). Ce recrutement en condition homéostasique
est notamment régulé par I'éotaxine-1 (ou CCL11), chimiokine produite par les
cellules épithéliales mais également les mastocytes, les macrophages alvéolaires,
les cellules endothéliales, les fibres musculaires lisses bronchiques et les
éosinophiles eux-mémes. L’éotaxine, constitutivement exprimée par les organes
cités précédemment, agit sur les éosinophiles par son récepteur spécifique, le CCR3
qui est exprimé sur ces cellules. Il est cependant intéressant a noter que I'éotaxine
n'est pas le seul ligand de ce récepteur. Il peut également interagir avec, par
exemple, RANTES, MCP-2, MCP-3, I'éotaxine-2. Cependant, il semblerait bien que
ce soit la liaison CCL11/CCR3 qui soit responsable de la régulation de la localisation

des éosinophiles en condition homéostasique (14).

11.1.3.5. Recrutement en conditions inflammatoires

Au cours des réactions inflammatoires, de nombreux facteurs
chimioattractants pour les éosinophiles sont libérés. Ce recrutement se fait sous la
dépendance de chimiokines mais également de cytokines, de médiateurs lipidiques
et de facteurs du complément. En effet, les éosinophiles expriment des récepteurs
pour des facteurs d’attraction non spécifiques comme le PAF (Platelet activating
factor), les anaphylatoxines, les alarmines, les leucotrienes et I'histamine (13). La
spécificité de ce recrutement se fait par la combinaison des médiateurs libérés par le
microenvironnement, des molécules d’adhérence des endothéliums et des
récepteurs présents sur les éosinophiles. Par exemple, durant [l'inflammation
intestinale, I'expression de I'éotaxine est augmentée (14). De méme, I'accumulation
des éosinophiles vers lintestin gréle, en condition inflammatoire, est sous la
dépendance de la liaison entre MAdACAM-1 et o437 tandis que leur recrutement au

niveau du colon est régulé par la liaison 32/ICAM-1 (15).
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[1.2. Les fonctions des éosinophiles

Les éosinophiles ont longtemps été considérés comme étant seulement des
cellules effectrices terminales dans les pathologies allergiques ou les infections
parasitaires a helminthes. Cependant, il est maintenant admis que ce sont des
cellules multifonctionnelles qui participent a l'initiation et la propagation des réponses
inflammatoires, a la régulation des réponses immunitaires ainsi qu'a 'homéostasie
tissulaire (16). Ces nombreuses fonctions sont possibles par lintégration de
nombreux stimuli, les éosinophiles ayant a leur surface une multitude de récepteurs,
de 'immunité innée ou adaptative (Fig. 3). Cette stimulation conduit a la libération,

rapide et sélective, d’'une grande variété de cytokines et médiateurs (Fig.4).

Espéeces réactives

, . Mediateurs lipidiques
de l'oxygene

Facteurs de v v
croissance e : o Proteines
(™ : . w cationiques

Enzymes

Chimiokines

Figure 4: Médiateurs libérés par I’éosinophile

11.2.1. Roéle dans I'immunité innée

D’'un point de vue phylogénétique, des cellules possédant des granules
eosinophiliques « Eosinophil Granule Cells» ont été retrouvées chez des
organismes évoluant depuis plus de 500 millions d’années. Cela suggére que ces
cellules pouvaient participer a des processus fondamentaux de défense innée bien
avant I'apparition des processus de rearrangements des genes nécessaires a la

réponse immunitaire adaptative.
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[1.2.1.1. Récepteurs membranaires

Plusieurs récepteurs permettent aux éosinophiles d’étre stimulés directement
par des composés environnementaux, par des motifs moléculaires de pathogenes
(PAMPs — Pathogen Associated Microbia Pattern) ou encore par des facteurs
endogénes (DAMPs — Damage Associated Molecular Pattern ou alarmine) libérés
par les cellules nécrotiques ou stressées (17). Les PAMPs et DAMPs peuvent étre
reconnus par les TLR dont plusieurs ont été mis en évidence sur les éosinophiles
(TLR-1, -2, -4, -5, -6, -7, -9) (18). Cependant, leurs ligands et leurs fonctions restent
encore imprécis (19). Nagase et al. ont montré que parmi les différents ligands des
TLR, seul un ligand du TLR-7 (R-848) est capable d’activer les €osinophiles humains
et de déclencher la production d’ions superoxydes (20). Cependant, une autre étude
suggere que les éosinophiles pourraient étre activés de maniére différentielle selon
le ligand, aboutissant a lI'augmentation de I'expression de certaines molécules
d’adhérence (ICAM-1 et CD18) et/ou a la libération de cytokines/chimiokines,
superoxydes, protéines granulaires (18). De plus, il a été démontré une interaction
directe entre TLR2, présent sur les éosinophiles, et Mycobacterium bovis - BCG
entrainant la production d’espéces réactives a I'oxygene (ROS), d’EPO et d’alpha-
defensines (21).

Certaines protéases issues d’allergénes tels que les acariens (22), les
champignons du genre Alternaria (23) ou les pollens sont également capables
d’activer directement les éosinophiles par clivage de la partie N-terminale des PAR-1

et -2, entrainant la libération de radicaux libres et de leucotrienes (24).

Les éosinophiles possedent également des récepteurs pour le complément
(CR1 et CR3) dont l'activation provoque leur dégranulation (25). De méme, des
molécules endogénes, libérées par les tissus stressés ou abimés, sont capables
d’activer les éosinophiles entrainant leur dégranulation; c’est notamment le cas lors
des situations tumorales (16). Par exemple, les éosinophiles répondent a une
stimulation par de I'ATP, de I'acide urique, des alarmines telles que la High Mobility
Group Box (HMGB)-1 ou I'lL-33.

Récemment, il a été mis en évidence dans notre laboratoire a la surface des
éosinophiles humains la présence d’un récepteur initialement exprimé exclusivement

par les lymphocytes : le complexe CD3/TCRyd (26). La présence de ce récepteur fait
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un véritable lien entre immunité innée et adaptative puisqu’il est capable de se lier a
des ligands de limmunité innée tels que les phosphoantigénes produits par de

nombreux pathogénes ou cellules cancéreuses.

[1.2.1.2. Les «traps »

Un autre mécanisme existant chez les éosinophiles et renforgcant leur role
dans I'immunité innée est la libération extrémement rapide (en moins d’une seconde)
de filaments d’ADN. Il est, dans son principe, similaire aux pieges extracellulaires
présents sur les neutrophiles, monocytes et mastocytes mais de structure différente
(27). Ainsi, ces filaments, appelés EETs (Eosinophils Extracellular Traps), sont
constitués d’ADN mitochondrial et de protéines granulaires (ECP, MBP) et forment,
une fois libérés dans le milieu extracellulaire, des réseaux entrelacés capables de
piéger et de tuer des bactéries et des champignons (28). Les stimuli conduisant a la
libération de ces EETs sont le LPS, I'éotaxine, le facteur du complément C5a (28),

certaines alarmines comme la TSLP (29), ou encore les cristaux d’acide urique (30).

I1.2.2. Roéle dans I'immunité adaptative

Les éosinophiles peuvent étre activés par des anticorps qui se lient a leurs
récepteurs des fragments Fc des immunoglobulines IgA, IgE et IgG qu’ils possedent
a leur surface (FcaR, FcyRIl, FceRI et FceRIl) (16,31). Ces récepteurs permettent

I'endocytose, I'activation des cellules et leur dégranulation.

Les éosinophiles expriment aussi des molécules du CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité), telles que le HLA-DR, ainsi que différentes molécules de co-
stimulation (CD86, CD40, CD40L, CD28, CD25, CD4), leur conférant le role de
cellules présentatrices d’antigene et leur permettant ainsi de dialoguer avec les
lymphocytes T et B (32).

11.2.3. Fonctions cytotoxigues

La cytotoxicité des éosinophiles est, apres stimulation, en grande partie

attribuable a leurs protéines cationiques libérées en grande quantité et extrémement
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rapidement puisqu’elles sont stockées dans les granules. Il est a noter que ces
cellules exercent leur activité cytotoxique également via la libération d’autres

meédiateurs pré- et néoformés.

[1.2.3.1. Protéines cationiques
11.2.3.1.1.  Présentation

La présence des protéines basiques dans les granules des éosinophiles est
une caractéristique qui les distingue des autres granulocytes. Les protéines MBP,
ECP, EDN et EPO jouent un role a la fois dans la défense de I'’héte mais également

dans la pathogénese de certaines maladies (Table 1.).

- La MBP représente a elle seule 50% des protéines granulaires. Il en existe deux
isoformes, la MBP-1 et la MBP-2. Bien que la MBP-2 semble avoir les mémes
propriétés fonctionnelles que la MBP-1 (pl > 11), elle est beaucoup moins
basique (pl = 8.7) et active que cette derniére. Cependant, elle est aussi plus
spécifique puisque la MBP-1 a également été mis en évidence, en quantité
moindre, dans les basophiles (33). L’'activité cytotoxique de la MBP s’exerce par
sa capacité a perturber I'équilibre électrostatique de la bicouche phospholipidique
de la membrane des cellules cibles en augmentant sa perméabilité. Cette
protéine posséde donc une activitt helminthotoxique, bactéricide et
potentiellement tumoricide (16). Outre son activité cytotoxique, la MBP est
capable d’activer les plaquettes, les neutrophiles, les basophiles et les
éosinophiles eux-mémes (34,35). Elle est aussi susceptible d’accroitre la
réactivité des muscles lisses bronchiqgues en agissant comme antagoniste de
récepteurs muscariniques M2 (36). Enfin, en induisant la transcription de facteurs
de croissance ou d’éléments de la matrice extracellulaire, la MBP joue
également un role dans le remodelage et la fibrose (37).

- L’ECP, ou RNase 3, posséde une tres forte activité ARNase et a donc la capacité
d’hydrolyser 'ARN polymérique. En général, cette activité enzymatique est
nécessaire a ses propriétés antivirales et neurotoxigues mais pas a ses activités
antibactériennes ou antihelminthiques (38). Celles-ci sont dues a son effet
déstabilisant sur les lipides membranaires. L’'ECP n’est pas internalisée et son

effet commence tout d’abord par une simple liaison a la membrane plasmique,
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puis a une agrégation conduisant a I'altération de l'intégrité de cette derniére (39).
L’activité cytotoxique de I'ECP est influencée par plusieurs paramétres : son
génotype et son degré de glycosylation. En effet, plusieurs polymorphismes ont
éte identifiés sur le géne codant pour 'ECP (40,41), reliés a sa fonction ou a son
contenu cellulaire. De plus, cette protéine est produite sous plusieurs formes
glycosylées (42).

L’EDN, ou RNase 2 ou EPX (Eosinophil Protein X), possede une activité
ribonucléase cent fois supérieure a celle de 'ECP, ce qui lui confere une activité
neurotoxique, mais également, antivirale tres importante. Par contre, son
potentiel cytotoxique, in vitro, envers les bactéries et les helminthes est moindre
comparé a I'lECP (16). L’'EDN n’est pas uniquement produite par les éosinophiles
mais aussi par les macrophages actives par du TNF et du LPS (43).
Actuellement, 'EDN est considérée, non plus comme une neurotoxine, mais
comme une alarmine (44), au méme titre que les défensines, les cathélicidines ou
la HMGB1. Ces médiateurs, hautement immunostimulants, sont considérés
comme des signaux de danger chargés d’alerter le systéme immunitaire en cas
de dommages cellulaires et d’infections. En effet, 'EDN attire et active les cellules
dendritiques via le TLR2 et augmente ainsi la réponse immune, principalement de
type 2 (44).

L’EPO, de la famille des haloperoxidases, est la protéine cationique la plus
spécifique des éosinophiles. Elle conduit, en présence de peroxyde d’hydrogéne
H.O,, a la production d’halogénures et de bromures toxiques, lui permettant
d’avoir un effet bactéricide, antihelminthique, antifongique et tumoricide (16).
L’EPO permet également la maturation des autres protéines cationiques par
nitration des résidus tyrosine présents dans leurs structures. Celle-ci est
indépendante d’'un contexte inflammatoire. Le potentiel cytotoxique des protéines
cationiques serait donc dépendant d’'une modification post-transcriptionnelle
médiée par 'EPO (45).
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Protéine Activité anti-infectieuse  Activité cytotoxique (lignées Autres effets

cellulaires)
MBP Parasites : S. mansoni Epithélium bronchique Agoniste plaquettaire
T. cruzi Epithélium nasal Antagoniste des récepteurs
T. spiralis Carcinome du colon (T84) muscariniqgues M2
Bactéries : S. aureus Leucémie myéloide (HL60 — K562) Libération d’histamine
E. Coli Favorisation de la fibrose
ECP Parasites : S. mansoni Carcinome du poumon (H69) Neurotoxine
T. spiralis Leucémie myéloide (HL60 — K562) Libération d’histamine
B. pahangi Carcinome de la peau (A431) Neutralisation de I'héparine
B. malayi Carcinome du sein (MDA-MD-453)
T. cruzi Adénocarcinome de l'utérus (HelLa)
Bactéries : E. Coli Carcinome du colon (Colo-205)
S. aureus
Virus : RSV
EDN Parasites : T. spiralis Sarcome de Kaposi (KS Y-1) Neurotoxine
B.pahangi Carcinome du colon (Colon-205) Alarmine
B. malayi
Bactéries : E. coli
Virus : RSV, VHB, VIH
Virus parainfluenza
EPO Parasites : S. mansoni Carcinome du poumon (A549) Libération d’histamine
T. cruzi Epithélium respiratoire

B. malayi
Bactéries : E. Coli

M. tuberculosis
Virus : RSV ; rhinovirus

Table 1 : Réole des protéines cationiques de I’éosinophile
Table adaptée de Malik A, Batra JK, Crit Rev Microbiol, 2012

11.2.3.1.2.  Mécanismes de dégranulation

Trois mécanismes conduisant a la libération des protéines contenues dans les

granules secondaires des éosinophiles ont été décrits (10).

- L’exocytose est possible par fusion directe de la membrane des granules avec la
membrane plasmique, libérant la totalité du contenu granulaire. Cette exocytose
peut étre simple, fusion d’'une seule granule, ou composée, fusion préalable de
plusieurs granules entre eux avant libération dans le milieu extracellulaire. Ce
mécanisme de dégranulation conduit & la modification morphologique de ces
éosinophiles activés, qui sont alors appelés ‘hypodenses’ car extrémement
vacuolés et de densité moindre. La régulation de cette exocytose est possible

grace a la formation de complexes protéiques composés de Vv-SNARES
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(récepteur SNAP présent sur la vésicule de sécrétion), et de t-SNARES
(protéines exprimées sur la membrane de 'organe cible). Ainsi, les éosinophiles
expriment VAMP-2 et VAMP-7 sur la membrane de la vésicule sécrétoire, et
SNAP-23 et la syntaxin-4, au niveau de la membrane plasmique.

La cytolyse conduit a I'expulsion dans le milieu extracellulaire de 'ensemble des
granules, appelés ‘cell-free granules’ puis de leur contenu. Cette libération peut
étre due a la lyse de [I'éosinophile mais également a une cytolyse non
apoptotique, dont les mécanismes ne sont pas encore connus.

La « piecemeal degranulation » est le mécanisme de dégranulation le plus
frequemment observé chez I'éosinophile. Elle permet la libération sélective de
ses protéines par bourgeonnement de petites vésicules a partir des vésicules
secondaires. En effet, les éosinophiles sont doués d’'une plasticité fonctionnelle.
Par exemple, la stimulation par des complexes IgG entraine la libération sélective
d’ECP et d’EDN, celle par des complexes IgE conduit au relargage d’'EPO et
d’EDN alors que les complexes IgA induisent la libération des trois protéines
matricielles (46). Cette dégranulation ne change pas la morphologie des
éosinophiles. Cependant, en microscopie électronique, on peut observer des
granules secondaires a moitié vidés. Le transport des protéines vers la
membrane peut étre assuré par la formation de petites vésicules rondes
classiques. En réponse a certaines cytokines, comme I'lFNy, les éosinophiles
développent aussi des structures vésico-tubulaires, appelées vésicules sombréro
‘EOSV’, qui restent viables et qui permettent une réponse treés rapide lors d’'une

stimulation ultérieure.

Evidemment, la libération sélective des meédiateurs selon les stimuli s’applique

egalement aux autres médiateurs de I'éosinophile tels que les cytokines permettant

I'orientation des réponses immunes vers un profil Thl, Th2 ou Th17 (10).

11.2.3.2. Les especes réactives de I'oxygéne

Les éosinophiles peuvent répondre, aprés activation, par une libération

précoce d’espéces réactives de l'oxygéne (ROS). Ceux-ci sont formés par la

réduction de l'oxygene par la NADPH oxydase. L’ion superoxyde est ensuite

transformé, par la superoxyde dismutase, en peroxyde d’hydrogéne (H.O,) qui, en
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présence de brome et sous l'action de 'EPO, peut étre transformé en oxygéne
singulet. Ces ROS confére a I'éosinophile un réle cytotoxique et pro-inflammatoire
(21,47).

[1.2.3.3. Cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC)

Il est reconnu que les éosinophiles sont capables de tuer in vitro les larves de
Schistosoma mansoni via un mécanisme ADCC dépendant principalement de I'lgE
qui entraine leur dégranulation (48,49). Les autres classes d’anticorps IgA et IgG
participent également a I'’ADCC ainsi que les molécules du complément (50).
L’ADCC est plutét reconnue dans I'immunité antiparasitaire, cependant elle pourrait
également étre impliquée dans I'immunité anti-tumorale, les cellules cancéreuses

exprimant des antigenes spécifiques reconnus par des anticorps.

11.2.4. Fonctions immunoréqulatrices

[1.2.4.1. Récepteurs et sécrétion de cytokines
1.2.4.1.1. Récepteurs

L’éosinophile est susceptible de fixer de nombreuses cytokines. Ainsi, les
récepteurs pour I'lL-2, -3, -4, -5, -9, -10, -12, -13, -17, -18, -23, -25, -27, -31, -33 sont
présents a leur surface. De méme, ils expriment également les récepteurs du GM-
CSF, du TNF, I'IFNy et du TGF (50) (fig 3.).

11.2.4.1.2. Sécrétion

Si les éosinophiles sont capables de répondre a la stimulation par de
nombreuses cytokines, ils sont capables d’en sécréter encore un plus grand nombre
(50). Les éosinophiles ont une activité transcriptionnelle tres faible comparée aux
autres cellules du systeme immunitaire comme les lymphocytes. La plupart des
cytokines sont stockées dans leurs granules et/ou leurs vésicules, permettant leur
libération rapide aprés activation. Par exemple, I'lL-13 se retrouve dans le core des
granules (51) alors que I'lL-16 et le TNF sont localisés dans la matrice de celles-ci
(52).
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11.2.4.2. Polarisation de la réponse immune

Les éosinophiles sont capables de libérer sélectivement les cytokines de type
Thl (IL-1B, IL-2, IL-12, IFNy), Th2 (IL-4, IL-5), Thi7 (IL-17, IL-23) ou
immunorégulatrices (IL-10) en fonction de l'environnement (53). En effet, une
activation des éosinophiles par des IgE ou des IgA conduit & la libération de
cytokines de type Th2, la stimulation par du CD28 amene quant a elle au relargage
des cytokines de type Thil, IL-2 et IFNy (53). Cette capacité de libération spécifique
leur confere la propriété de polariser la réponse immune vers un type ou un autre. A
instar des macrophages (54), une hypothése formulée afin d’expliquer ce
phénomeéne était la présence de plusieurs sous-populations d’éosinophiles qui
libereraient des cytokines soit de type 1 soit de type 2. Cependant, des expériences
de double marquage ont montré que toutes ces cytokines coexistaient dans les
éosinophiles (55). Il semble donc que ce soit plutét les stimuli et récepteurs qui
soient responsables de ce processus, bien que les mécanismes moléculaires n’aient

pas encore été identifiés.

[1.2.4.3. Modulation de la fonction des leucocytes

Les éosinophiles sont capables d’exercer, via la production de leurs nombreux

médiateurs, une activation des autres leucocytes (Fig 5.).

- Lymphocytes T : les éosinophiles sont des cellules présentatrices d’antigéne qui
peuvent exprimer des molécules du CMH de classe Il et des molécules de co-
stimulation. Cela leur permet de dialoguer avec les lymphocytes T et d’ainsi
stimuler leur prolifération et leur production de cytokines selon le type d’antigéne
présenté (56). En réponse a un allergéne, les éosinophiles, en agissant avec les
cellules dendritiques, régulent le recrutement des lymphocytes Th2 par la
libération des chimiokines CCL17 et CCL22 (57).

- Lymphocytes B : les éosinophiles stimulent les lymphocytes B pour la
production d’IgM. lls permettent également d’augmenter la survie des
plasmocytes (56,58).

- Cellules dendritiques : ils induisent a la fois la maturation et I'activation de ces

cellules, notamment via 'EDN (44).
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- Neutrophiles : ces cellules sont activées par la MBP qui entraine la libération

d'IL-8 et de ROS (59).

- Macrophages : les éosinophiles maintiennent les macrophages alternativement

activés dans le tissu adipeux par la production d’'IL-4 et d’IL-13 (60).

- Mastocytes : 'ECP, la MBP et 'lEPO conduisent a la libération d’histamine par

les mastocytes. La prolongation de leur survie est due au NGF (Nerve Growth

Factor) produit par les éosinophiles (59).
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Figure 5: Modulation des fonctions des leucocytes par les éosinophiles
Figure tirée de Rosenberg HF, Dyer KD, Foster PS. Nat Rev Immunol, 2013
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11.2.5. Fonctions de réparation et de remodelage tissulaire
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Une récente hypothése défend le fait que I'accumulation des éosinophiles au

niveau des tissus participerait plus a une stratégie visant a maintenir ’lhoméostasie

tissulaire plutét qu’a une dérégulation immunitaire. Ce concept est appelé « LIAR

hypothesis » pour ‘Local Immunity And/or Remodeling/Repair’ (61).

Les éosinophiles
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sont capables d’interagir avec les cellules épithéliales, endothéliales ou fibroblastes
par la libération de leurs cytokines mais également de facteurs de croissance (SCF,
NGF, VEGF, PDGF, TGF-a et —) (50).

Le recrutement des éosinophiles périphériques a lieu en réponse a la
libération d’'un ou plusieurs médiateurs de l'inflammation (comme les DAMPs ou les
alarmines) par des cellules mortes localement. Avec un contexte favorable, comme
la présence d’IL-5 et de GM-CSF provenant de I'épithélium, les éosinophiles peuvent
s’accumuler a I'état non activé. Le microenvironnement immunitaire tissulaire dirige
ensuite les fonctions des €osinophiles conduisant soit a I'exacerbation de la réponse
immune locale, soit a sa suppression ou bien encore, cas le plus fréquent, a ne pas
ou peu la modifier. Dans tous les cas, en retour, les éosinophiles modulent le
remodelage ou la réparation tissulaire. Il est important de noter que cette fonction
des éosinophiles a lieu a I'état physiologique, dans le tractus digestif par exemple,
mais également en condition pathologique, dans I'asthme, les infections parasitaires

ou encore les situations tumorales (61).

11.3. Role des éosinophiles en pathologie

Une hyperéosinophilie (HE) se définit comme une augmentation du taux
d’éosinophiles circulants supérieur a 0.5 X 10%L et peut avoir plusieurs origines. En
raison de leur fréquence, les causes allergiqgues, médicamenteuses ou parasitaires
sont tout d’abord évoquées. Nous avons vu précédemment que les éosinophiles sont
des cellules multifonctionnelles, a l'interface entre 'immunité innée et adaptative par
'expression de médiateurs et récepteurs trés variés, ils jouent donc un réle majeur
dans le développement ou le contréle de nhombreuses pathologies (Table 2) (59,62).
Les paragraphes suivants ne constituent pas une liste exhaustive de toutes les
pathologies dans lesquelles les ¢€osinophiles sont impliqués mais plutdt des
exemples pour lesquels les rbles des éosinophiles sont soit délétéres, soit

bénéfiques.
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Pathologies Effets des éosinophiles

Cancer - Indicateurs de risque
- Recrutement et polarisation des lymphocytes T
- Cytotoxicité
- Remodelage tissulaire
Maladies démyélinisantes - Polarisation des lymphocytes T
- Sclérose en plaque - Survie des nerfs
- Névrite optique - Survie des plasmocytes
Rejet de greffe - Indicateurs de risque
- Recrutement et polarisation des lymphocytes T
- Cytotoxicité
- Remodelage tissulaire
Maladies métaboliques - Dépdt de graisse
- Diabéte de type 2 - Recrutement et polarisation des macrophages M2
- Athérosclérose - Fibrose et remodelage tissuulaire

- Prolifération des muscles lisses
- Remodelage vasculaire

Maladies inflammatoires de I’'intestin - Recrutement et polarisation des lymphocytes T
- Maladie de Crohn - Fibrose et remodelage tissulaire
- Rectocolite hemorragique - Hyperplasie des muscles lisses

- Hyperplasie et dommage des cellules épithéliales
- Remodelage vasculaire

Maladies pulmonaires - Recrutement et polarisation des lymphocytes T
- Asthme - Fibrose et remodelage tissulaire
- Hypertension pulmonaire - Hyperplasie des muscles lisses
- Fibrose pulmonaire - Hyperplasie et dommage des cellules épithéliales

- Remodelage vasculaire
Allergie / Dermatite de contact - Croissance et survie neuronale

- Fibrose
- Modulation de la réponse immune

Table 2 : Role des éosinophiles en pathologie
Table adaptée de Jacobsen EA, Helmers RA, Lee JJ, Lee NA.Blood, 2012.

11.3.1. Syndromes Hyper-Eosinophiles

Devant toute HE massive (> 1,5 x 10%L) chronique, supérieure & 6 mois, et
inexpliquée en dépit d’'une enquéte étiologique bien menée, on se doit d’évoquer le
Syndrome Hyper-Eosinophilique ou SHE. Ces SHE sont cliniguement extrémement
hétérogénes. Bien qu’ils puissent étre asymptomatiques, les principales
manifestations cliniques sont pulmonaires, cutanées, digestives, neurologiques et

cardiaques. Leur classification est en perpétuelle renouvellement, la derniere datant
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de 2014 (63), on peut cependant les classer schématiqguement en trois situations
distinctes :

- Le SHE myéloprolifératif (SHE-M). Au niveau physiopathologique, une délétion
a l'origine du géne de fusion FIP1L1-PDGFRA (F/P) est identifiée chez certains
patients atteints de SHE-M. Ce gene code pour une protéine tyrosine kinase
ayant une activité constitutive. Chez ces patients, le traitement par un inhibiteur
de protéine kinase, I'matinib mesylate (Glyvec®), conduit & une rémission
cliniue, hématologique et méme moléculaire pour certains (64). Ce traitement
est également efficace sur des patients ne présentant pas ce gene, suggérant
I'existence d’autres anomalies moléculaires sur des tyrosines kinases.

- Le SHE lymphoide (SHE-L) est d0 a une prolifération clonale de lymphocytes a
phénotype aberrant (CD3'CD4"), producteur d’'IL-5, d’'IL-4 et d’IL-13. L’origine de
ces déréglements n’est pas connue et le traitement consiste en une
corticothérapie ou a 'administration de mepolizumab. (63)

- Le SHE idiopathique. Certains SHE ne s’intégrent ni dans le variant myéloide, ni
dans le variant lymphoide. Le traitement de premiére ligne, s'il est

symptomatique, est 'administration de corticoides.

11.3.2. Asthme

Les éosinophiles exercent un réle délétére en causant de nombreux
dommages tissulaires dans des pathologies comme l'asthme et I'allergie. L'asthme
est une maladie inflammatoire chronique des poumons qui se caractérise par une
hyperréactivité bronchique, une éosinophilie associée a une réponse de type Th2 et
la synthése d’IgE. L'accumulation des éosinophiles au niveau des poumons est une
conséquence importante de I'asthme. La libération, par ces cellules, de médiateurs
lipidiques (leucotrienes, prostaglandines, thromboxane), de MBP et de ROS entraine
une bronchoconstriction, une hypersécrétion de mucus et une lyse des cellules
mucosales (65). Ainsi, les éosinophiles et les molécules qui régulent leur
développement et leur recrutement semblent étre des cibles de choix dans le
traitement de I'asthme. Dans ce contexte, des essais cliniques ont été réalisés sur
I'utilisation de deux anticorps monoclonaux anti-IL-5, le mepolizumab et le

reslizumab. Bien que ces deux anticorps thérapeutiques réduisent le nombre des
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éosinophiles sanguins et pulmonaires, aucun bénéfice clinique n’a pu étre objectivé
(66,67). L’'asthme est une pathologie trés hétérogene, et, a la suite de ces résultats,
la notion de sous-type selon le phénotype inflammatoire a été introduit (asthme
neutrophilique, éosinophilique, mixte). Ainsi, il a récemment été démontré une
amélioration du contréle de I'asthme par les anti-IL-5 chez les sujets souffrant d’un

asthme éosinophilique résistant aux corticoides (68,69).

11.3.3. Tumeurs

La participation des éosinophiles a limmunité anti-tumorale sera plus
particulierement décrite dans le paragraphe IV de cette thése. En effet, il est a noter
que plusieurs études épidémiologiques ont mis en évidence une corrélation inverse
entre les antécédents d’allergie et I'apparition de nombreux types de cancer. Les
éosinophiles sont présents dans linfiltrat de nombreux types de tumeurs et cette
infiltration est, en général, associée avec une valeur pronostique positive. De plus, la
découverte récente de récepteurs et médiateurs chez les PNEos humains, partagés
avec les lymphocytes T et connus pour étre impliqués dans I'immunité anti-tumorale,
suggerent que les PNEos pourraient jouer un rble dans la défense anti-tumorale.
Cette hypothése a été soutenue, dans des modeéles expérimentaux et chez ’lhomme
(70).

l1l-  L’immunité anti-tumorale

[lI.1. Historigue

La découverte de 'immunité anti-tumorale prend naissance au XIXeme siecle,
lorsque William B. Coley, constate une corrélation entre la régression de sarcomes
osseux et la survenue de surinfection post-opératoire. Cette constatation a été a
I'origine de I'hypothése selon laquelle un dysfonctionnement du systéme immunitaire
pouvait accompagner le processus de cancérisation. On doit a Paul Ehrlich, qui a
découvert les éosinophiles, d’étre l'un des premiers a émettre la théorie
d'immunosurveillance, théorie reprise par Burnet et Thomas, a partir des années 70,

alors définit en ces termes: « surveillance permanente de l'organisme par le
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systéme immunitaire pour reconnaitre et détruire toutes les cellules anormales ».

Actuellement, le concept de ‘cancer immunoediting’ (ou théorie des 3E) a prolongé

cette hypothese (71). Il caractérise l'interaction entre cellules tumorales et cellules

immunitaires en trois phases:

- Phase d’élimination continue de cellules cancéreuses au fur et a mesure de leur
apparition par le systéme immunitaire.

- Phase d’équilibre pendant laquelle les cellules cancéreuses ne sont plus
éradiquées mais sous contréle.

- Phase d’échappement des cellules cancéreuses au contrdole immunologique.

Cette phase est la seule a étre cliniquement visible.

11.2. Arguments épidémiologiques, cliniques et expérimentaux

Les arguments en faveur d’un réle du systéme immunitaire dans la surveillance et
le contréle de la prolifération des tumeurs sont nombreux. Tout d’abord, les cancers
sont plus fréquents chez les personnes ageées, le tres jeune enfant ou le sujet
immunodéprimé, c’est en particulier le cas pour les tumeurs associées a des virus
observés chez des patients traités par des immunosuppresseurs. De nombreuses
études ont établi une corrélation positive entre le statut immunodéprimé du patient et
'augmentation du risque de développer un cancer (72). De méme, beaucoup de
données ont été apportées grace a l'utilisation de souris immunodéficientes plus
susceptibles de développer des tumeurs (induites chimiquement ou spontanées)
(71). On peut également souligner la découverte, au cours d’autopsie, de tumeurs
cliniquement silencieuses, ou encore I'observation de régressions spontanées de
tumeurs, confirmée par des données anatomo-pathologiques (73). Un autre
argument est le fait que lors d’une allogreffe de moelle osseuse, le risque de rechute

est plus faible si le greffon n’est pas déplété en lymphocyte T.

[11.3. Effecteurs immunologiques

Une cellule tumorale présente une croissance infinie, un arrét de différenciation,
une perte d’inhibition de contact et I'acquisition d'un phénotype invasif. Le

développement d’un cancer dépend bien sdr de ces propriétés mais également du
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microenvironnement tumoral qui est caractérisé par des facteurs libérés par la
tumeur mais aussi par les autres cellules proches, dont les leucocytes (Fig. 6).
L’infiltration de ces cellules peut étre associée a un pronostic favorable ou

défavorable.
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Figure 6: Leucocytes impliqués dans l'immunité anti-tumorale
Figure tirée de Darcy PK, Neeson P, Yong CS, Kershaw MH. Manipulating immune cells
for adoptive immunotherapy of cancer. Curr Opin Immunol. 2014

111.3.1. Cellules de I'immunité adaptative

A la différence de I'immunité innée, 'immunité adaptative nécessite une phase
d’apprentissage et est spécifique d’un antigéne. La découverte des antigenes des
tumeurs a constitué une étape essentielle dans l'immunologie anti-tumorale (74).
Ces antigenes, specifiques ou non des tumeurs sont reconnus par les lymphocytes B
etT.

[11.3.1.1. Les lymphocytes T

L’infiltration de ces lymphocytes est généralement corrélée a un bon pronostic
(75). Ces cellules, et notamment les lymphocytes T CD8", sont certainement les
cellules les plus étudiées dans ce contexte. Les lymphocytes T sont différenciés en
lymphocytes CD8" cytotoxiques et CD4" aprés interaction avec les cellules
présentatrices d’antigéne. Les lymphocytes CD8" sont capables de détruire
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directement la cellule cible tumorale, si celle-ci exprime les molécules du CMH de
classe |, par la libération de nombreux médiateurs (par exemple, les perforines et les
granzymes). Quant aux lymphocytes CD4", ils exercent leur fonction anti-tumorale
grace au relargage de cytokines : la plupart des études se sont focalisées sur les
lymphocytes de type Thl car libérant des molécules anti-tumorales connues telles
que I'lFNy, le TNF ou I'lL-2, cependant, d’autres données montrent qu'une réponse

Th2 pourrait aussi jouer un réle dans 'immunité anti-tumorale (76,77).

[11.3.1.2. Les lymphocytes B et anticorps

Le rbéle de la réponse humorale contre les tumeurs n’est pas encore
clairement établi. L'interaction, au niveau des ganglions lymphatiques, entre des
cellules présentatrices d’antigéne (présentant des antigénes tumoraux) et des
lymphocytes B aboutissent a la prolifération et a I'expansion clonale de ces derniers
en plasmocytes qui vont secréter des immunoglobulines (78). Une fois ces anticorps
fixés sur les cellules tumorales, ils peuvent activer les autres types cellulaires par un

mécanisme de cytotoxicité dépendant des anticorps.

111.3.2. Cellules de I'immunité innée

[11.3.2.1. Les cellules natural killer (NK)

Comme les lymphocytes, une accumulation de cellules NK au sein des
tumeurs est associée a un pronostic favorable (79). Les cellules NK sont
complémentaires des lymphocytes T cytotoxiques puisqu’elles sont activées par des
mécanismes a l'exact opposé l'un de lautre. En effet, alors que lactivité des
lymphocytes nécessite la présence du CMH-I a la surface des cellules tumorales,
c’est son absence qui prive la cellule NK de signaux inhibiteurs, entrainant la

libération des médiateurs cytotoxiques et ainsi la destruction de la cellule cible (80).

111.3.2.2. Les macrophages

Les macrophages infiltrant la tumeur sont une des populations leucocytaires

les plus nombreuses. Leur fonction pro- ou anti-tumorale n’est pas encore

34



complétement comprise. En effet, il existe deux sous-type de macrophages, les M1
(dits classiques) et les M2 (dits alternativement activés), qui différent en termes
d’expression de récepteurs, de fonctions effectrices et de libération de médiateurs
(81). Selon leur polarisation, ils pourraient agir a 'opposé sur la cancérogénése, et
sur la progression tumorale (viabilité cellulaire, angiogenese, fibrose et
développement de métastases); cette polarisation étant médiée par le

microenvironnement tumoral (82).

111.3.2.3. Autres cellules

Evidemment de nombreux autres types cellulaires sont impliqués dans
limmunité anti-tumorale avec des effets différents selon le contexte clinique. Les
lymphocytes T NK (NKT) et les lymphocytes yd, considérés comme des lymphocytes
non conventionnels, jouent un rble important. Les premiers se caractérisent par
I'expression des récepteurs de surface des cellules NK et par un répertoire restreint
a la reconnaissance de lipides et glycolipides présentés par le CD1d (molécule
apparentée au CMH-I). lls agissent par la libération d’IFNy et d’'IL-4 ainsi que par la
production de médiateurs cytotoxiques (perforines, granzymes) (83). Les seconds
reconnaissent les phosphoantigenes exprimés par les cellules tumorales et sont
capables de lyse cellulaire par I'expression de récepteurs tel que le NKG2D et par
I'expression d’IFNy et de TNF (83).

Les polynucléaires neutrophiles, quant a eux, pourraient jouer un réle direct
dans la mort de cellules cancéreuses en utilisant des mécanismes tels que la liaison
Fas/Fas-Ligand ou la libération de ROS (83). En ce qui concerne les mastocytes,
leur rble est plus controversé. Bien que leur infiltration soit de bon pronostic dans
guelques types de tumeurs, cancer du sein hormono-dépendant ou de la prostate, ils
sont plus généralement associés a un pronostic défavorable en terme de survie et de
récidive (84). Leur action bénéfique pourrait s’exercer par un mécanisme d’ADCC via

la reconnaissance d’IgE fixées sur les cellules tumorales.
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& Implication des éosinophiles dans l'immunité
anti-tumorale

IV.1. Conséguences anatomo-pathologigues des TATE

IV.1.1.Définition

Les polynucléaires éosinophiles sont observés au niveau des infiltrats péri-
tumoraux de nombreux types de cancers, que ce soit des cancers hématologiques
ou solides (85). Cette infiltration est appelée TATE pour “Tumor-Associated Tissue
Eosinophilia”, terme utilisé pour la premiére fois en 1981 (86). Bien que la relation
entre cette éosinophilie tissulaire et le devenir clinique des patients ne soit pas
encore réellement comprise, plusieurs études se sont intéressées a décrire la valeur
pronostique de cette TATE, dans le but de démontrer, au moins indirectement, le réle
potentiel pro- ou anti-tumoral des éosinophiles. En effet, une augmentation du
nombre des éosinophiles, tissulaires ou sanguins peut étre associée a une valeur
pronostique soit favorable soit défavorable. Plusieurs raisons, qu’elles soient
« naturelles » (facteurs de pronostigue dépendants de la pathologie) ou
expérimentales (choix de la méthode d’analyse), peuvent expliquer cette dichotomie :

1) Le potentiel pro- ou anti-tumoral des éosinophiles semble dépendre du type
tumoral ainsi que du stade de développement de la tumeur.

2) La méthode de comptage de ces cellules n’est pas standardisée et peut donc
varier d’'une étude a l'autre. Classiquement, les TATEs sont subdivisées en
trois groupes : faibles, moyennes ou fortes selon le nombre d’é€osinophiles
comptés a fort grossissement (x400). Les critéres de Lowe considérent les
limites a <10, entre 10 et 100, et >100 nombres d’éosinophiles par sections
HPF (High Power Field) comptés dans au moins dix champs (87). Une autre
méthode consiste a déterminer la force d’infiltration, c’est la méthode de
densité (88,89) : toutes les biopsies sont étudiées dans leur globalité (tumeur
et stroma). Le nombre total d’éosinophiles est ensuite divisé par I'aire totale
de I'’échantillon, donnant un nombre d’éosinophiles / mm?.

3) Le manque du pouvoir statistique de ces données par les faibles effectifs

étudiés dans certaines études.
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Dans cette partie, nous nous attacherons a tenter de décrire ces différentes
études épidémiologiques s’intéressant a la valeur pronostique de la présence d’'une
TATE.

IV.1.2.Valeur pronostique favorable

IV.1.2.1. Tumeurs du tube digestif
IV.1.2.1.1. Carcinome du colon

Le type de cancer pour lequel la valeur pronostique d’'une éosinophilie tissulaire
a été le plus étudiée est le cancer du colon. En effet, des 1983, Pretlow et al. ont
étudié I'influence d’une infiltration d’éosinophiles sur le pronostic et le développement
de métastases chez des patients atteints de carcinome de colon (90). Dans cette
étude, les sujets qui présentent une forte infiltration d’éosinophiles ont une diminution
significative de l'incidence de métastase (23.5% vs 62.0%). Par conséquent, ces
patients ont également un meilleur pronostic. En ce qui concerne les groupes sans
métastase, dix-huit mois apres résection tumorale, tous les patients ayant un nombre
élevé d’éosinophiles au niveau du stroma tumoral, survivent contre seulement 73.7%
des patients de l'autre groupe (90). Ces résultats, bien qu’intéressants, étaient
préliminaires, du au petit nombre de sujets (n=24) et a la courte période de suivi.

Néanmoins, ces données ont été, par la suite, confirmées par d’autres études.

Dans une étude incluant 126 sujets, apres une période de suivi de cing
années, les patients ayant un nombre élevé d’éosinophiles au sein de la tumeur, ont
un meilleur pronostic que ceux ayant un taux plus faible (91). De plus, cette influence
bénéfique est indépendante des autres facteurs classiques de pronostique, comme
le stade tumoral selon la classification de Duke, I'dge des patients, le grade
histologique, la vascularisation et I'invasion vasculaire. Cette valeur pronostique
favorable d’'une TATE indépendante du stade de Duke a également été faite par
Nielsen et al. sur une cohorte de 584 patients avec la méme période de suivi (92).
Dans cette étude, les auteurs ont stratifié l'infiltration en quatre grades (<30 ; 30-54 ;
55-90 ; >90). Il apparait que le taux de survie augmente significativement avec la

quantité d’éosinophiles au sein de la tumeur.
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Il est a noter qu'une étude multicentrique, portant sur plus de 10 000 sujets,
s’est également intéressée a la relation entre le nombre d’éosinophiles circulants et
I'incidence du cancer du colon. Les auteurs ont montré une corrélation inverse entre

le taux d’éosinophiles et I'apparition de ce cancer (93).

IV.1.2.1.2. Autres localisations

La valeur pronostique de la présence d’'une TATE a également été étudiée pour
les tumeurs des autres éléments du tube digestif. Dans le cas du carcinome de
'cesophage sans invasion vasculaire, métastase ganglionnaire ou récurrence
clinigue, un nombre plus important d’éosinophiles associés a la tumeur sont
retrouves (94), suggérant une possible corrélation entre la TATE et un comportement
moins agressif de la tumeur. Au niveau gastrigue, dans une étude statistique
multivariée, un taux élevé d’éosinophiles est associé a une réduction du risque de
décés de plus de 50% (95). Enfin, un nombre élevé d’éosinophiles est
significativement associé a un taux de survie plus important et a une diminution de

I'apparition de métastases chez les patients souffrant d’'un cancer rectal (96).

IV.1.2.2. Autres Cancers

Les mémes conclusions ont également été proposées dans le cas de
carcinomes oraux de cellules squameuses. En effet, parmi 125 patients atteints de
ce cancer, la présence d’'une TATE importante est associée a un pronostic favorable
et le réle de ces éosinophiles tissulaires est indépendant des autres facteurs
pronostiques comme I'age, le sexe, la consommation d’alcool ou de tabac, le site

tumoral, le stade clinique et 'embolisation vasculaire (88).

Dans le carcinome du nasopharynx, le taux de survie est meilleur lorsque
linfiltration tissulaire des éosinophiles est importante, bien que cette différence ne
soit pas statistiquement significative (97). Cependant, cette différence devient
significative dans le sous-groupe de patients de mauvais pronostic, défini par
'expression de “I'Epidermal Growth Factor Receptor” (EGFR) sur les cellules

tumorales (97).
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En ce qui concerne le cancer du pénis, la présence d'une TATE n’a pas
d’influence sur la survie des patients ayant un cancer de stade | et Il (classification
TNM). Cependant, pour les stades avanceés de la pathologie (1l et IV), la survie tend
a étre meilleure chez le groupe présentant des €osinophiles au niveau du stroma que
les patients n’en ayant pas (60% vs 0% a 5 ans) (98). Une augmentation des
éosinophiles tissulaires a également été associée a un bon pronostic dans le
carcinome du pharynx, I'adénocarcinome pulmonaire ou encore le cancer de la

vessie (78).

Enfin, bien que des infiltrats éosinophiliques aient été détectés au niveau des
tissus d’'une grande majorité de tumeurs, aucun n’a pu étre observé dans le cancer
de la prostate. Cependant, des cristalloides d’éosinophiles ont été détectés au
niveau des tissus de la prostate, et cette présence est inversement corrélée avec le

score histologique de Gleason (99).

IV.1.3.Valeur pronostique défavorable

Toutes les données précédentes montrent que les TATES sont plutdt associées a
une réponse anti-tumorale bénéfique, particulierement dans le cas des tumeurs
solides. A l'inverse, la présence d’'une TATE apparait étre associée a un pronostic
défavorable dans la maladie de Hodgkin. Bien que plusieurs études aient rapporté la
relation entre la présence d’'une TATE et le pronostic de la maladie de Hodgkin,
'approche la plus compléte a été publiée par von Wasielewski et al. et porte sur
1511 biopsies de lymphome de Hodgkin (100). L’éosinophilie tissulaire, observée
dans 38% des cas, differe selon le type histologique de ce lymphome: 0% pour la
forme a prédominance lymphocytaire, 40% a 55% dans la forme scléro-nodulaire,
43% pour la forme a cellularité mixte, et 54% pour la forme sans lymphocyte. Dans
cette étude, une analyse multivariée montre que la présence d'une TATE est le
facteur de pronostique défavorable le plus important pour la survie dans la forme
scléro-nodulaire du lymphome de Hodgkin. Au contraire, aucun effet significatif lié a

I'éosinophilie sur la survie n'a été démontrée dans le type cellulaire mixte (100).

Cette pathologie est considérée comme un type particulier d’'un lymphome B

caractérisé par la prolifération de cellules de Reed-Sternberg au sein d’un tissu
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lymphoide d’architecture réactionnelle particuliére. Le phénotype de ces cellules est
caractérisé par I'expression du CD30 a leur membrane. L’interaction entre le CD30-
ligand, sécrété notamment par les éosinophiles, et le CD30, présent sur les cellules
de Reed-Sternberg, est connue pour induire des signaux anti-apoptotique et de
prolifération (101). Cependant, cela n’explique pas la différence de la signification
clinique entre [I'éosinophilie et les catégories histologiques. Bien qu’un
polymorphisme allélique de 'ECP ait été associé au sous-type de sclérose nodulaire
(102,103), les mécanismes reliant un effet négatif de la présence d’'une TATE dans

le sous-type scléro-nodulaire de la maladie de Hodgkin ne sont pas encore élucidés.

V.2. Recrutement des éosinophiles aux sites tumoraux

Les mécanismes qui contrdlent le recrutement des éosinophiles jusqu’aux sites
tumoraux ne sont pas encore clairement établis. Comme nous avons pu le voir
précédemment, ces cellules expriment de nombreux récepteurs aux chimiokines a
leur surface (cf. § 11.1.3.3 p.15), plusieurs médiateurs chimiotactiques pourraient donc

étre impliqués dans cette migration.

IV.2.1.R6le des chimiokines

Tout d’abord, certaines cellules tumorales ont été identifiees comme étant une
source importante d’IL-5 et/ou d’IL-3, facteurs qui agissent sur la différenciation
médullaire et la migration des éosinophiles. C’est notamment le cas des cancers de
la glande thyroide (104), du foie (105) et de la vessie (106).

Une autre chimiokine, sélective des éosinophiles, pourrait également participer
a leur recrutement : I'éotaxine (CCL11). Chez 'Homme, une des premieres études a
démontrer une corrélation entre le recrutement des éosinophiles et I'expression
tissulaire d’éotaxine a été faite dans la maladie de Hodgkin (107). Au contraire,
aucune corrélation significative n’a pu étre établie entre la présence de TATE et les
taux d’IP-10 (CXCL10), de RANTES ou de MIP-1a. Les cellules tumorales ne sont
pas la seule source d’éotaxine. En effet, dans le carcinome des cellules squameuses
de la cavité orale, la principale source d’éotaxine sont les éosinophiles eux-mémes

(108), montrant une voie autocrine et/ou paracrine pour une accumulation locale de
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ces cellules. Il pourrait étre également envisageable que cette chimiokine contribue
plus a la maintenance de I'éosinophile tissulaire dans ces pathologies que dans

I'initiation de cette migration.

Thielen et al. ont étudié I'interaction entre les difféerentes chimiokines et la TATE
dans 50 cas de lymphomes T périphériques (109). lls ont démontré une corrélation
significative entre la présence d’éosinophiles intra-tumoraux et I'expression d’IL-5 et
de TARC (CCL17), mais pas entre la TATE et RANTES et I'éotaxine. Ainsi, la
libération de chimioattractants pour les éosinophiles pourrait étre spécifique au type

tumoral.

IV.2.2. DAMPs et alarmines

Les recherches sur la localisation des éosinophiles au sein méme des tumeurs
pourraient également aider a comprendre leur recrutement. Ces cellules peuvent
prendre part a 'immunité innée dans les réponses anti-tumorales, notamment en
reconnaissant les DAMPs (cristaux d’acide urique, ATP...), qui sont typiquement
libérés apres la nécrose tumorale. Ainsi, les cellules cancéreuses en apoptose
induisent la migration des éosinophiles in vitro et in vivo (17,110). Cormier et al. ont
démontré que linfiltration des tumeurs par les éosinophiles est un phénomene
précoce, persistant et spatialement restreint (110). Apres injection sous-cutanée de
cellules de mélanome a des souris, une €osinophilie apparait au niveau des régions
nécrotiques et de la capsule (zone fibreuse acellulaire) comparée aux zones des
cellules tumorales viables. L’évaluation quantitative du recrutement des éosinophiles
a montré que cette infiltration tissulaire est médiée par des facteurs (tels que les
DAMPS) libérés directement par les tissus nécrotiqgues tumoraux (111). Toutes ces
données suggéerent que les DAMPs ou les alarmines contribuent a I'immunité anti-
tumorale notamment par le recrutement et [lactivation des polynucléaires
éosinophiles au sein des tumeurs. Une de ces molécules est la HMGB1 (High
Mobility Group Box 1). Il y a plusieurs raisons de s’y intéresser. Premiérement, la
HMGB1 est libérée seulement par les cellules nécrotiques et pas par les cellules en
apoptose (112). Ensuite, Lofti et al. ont mis en évidence que les éosinophiles
expriment le RAGE (Receptor for Advances Glycation End products), un des

premiers récepteurs définis pour la HMGB1. Cette alarmine est chimioattractante et
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induit leur dégranulation (113). L’IL-33 (une autre alarmine) pourrait également agir
dans ce contexte. En effet, le taux d’IL-33 sérique est augmenté dans le cancer de
'estomac (114), et cette cytokine est connue pour recruter les éosinophiles in vivo
(115).

Considérées dans leur ensemble, toutes ces études montrent que les facteurs
chimioattractants influencant la migration des €osinophiles dans le cadre du
développement tumoral apparaissent dépendre du type de cancer ainsi que du stade

de la pathologie.

V.3. Propriétés tumoricides des éosinophiles

Bien que les TATEs soient souvent associées a une valeur pronostique
favorable, le rbéle exact des éosinophiles dans la réponse anti-tumorale est encore
tres mal connu. Les éosinophiles sont des leucocytes multifonctionnels capables de
cytotoxicité et impliqués dans les processus inflammatoires, le remodelage tissulaire
et la modulation des immunités innées et adaptatives. Le fait qu’ils soient retrouvés
activés (car dégranulés) directement en contact avec les cellules cancéreuses (116),
suggere que leur potentiel de cytotoxicité pourrait engendrer une réduction de la
croissance tumorale. Les approches d’immunothérapie, les études in vivo et in vitro
suggerent que les éosinophiles puissent étre impliqués dans l'immunité anti-

tumorale.

IV.3.1. L'immunothérapie

L’éosinophilie  est fréequemment observée durant les protocoles
d’immunothérapie, particulierement ceux utilisant I'lL-2 (117,118) et I'lL-4 (119,120).

Cependant, I'impact de cette infiltration sur 'efficacité thérapeutique reste peu clair.

IV.3.1.1. L’interleukine-2

L’immunothérapie par I'lL-2 est utilisée pour traiter certains types de cancers,
comme les mélanomes et les carcinomes rénaux. L’efficacité thérapeutique de

'administration systémique d’IL-2 est associée a la présence d’éosinophiles
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dégranulés au sein de la tumeur, suggérant que ceux-ci pourraient étre des cellules
effectrices de cette réponse (117,118). Plusieurs hypotheses ont été avancées pour
expliquer cette association. Tout d’abord, les éosinophiles peuvent induire
directement la lyse tumorale par des mécanismes d’immunité innée. Cela a été mis
en évidence par Huland et al. qui ont montré que les éosinophiles libérent le contenu
de leurs granules sur les cellules de cancer de la vessie aprés traitement par I'lL-2.
L’activation de ces éosinophiles pourrait également avoir lieu par un mécanisme
dépendant des anticorps (121), tout comme par leur capacit¢ a moduler le
microenvironnement tumoral grace a leurs proprietés immuno-régulatrices.
Cependant, malgré leurs propriétés anti-tumorales, la valeur pronostique d’une
éosinophilie tissulaire observée chez les patients traités par de I'lL-2 n’a pas encore

été suffisamment étudiée.

IV.3.1.2. L’interleukine-4

Concernant I'immunothérapie par I'lL-4, les études faites sur les modeéles
murins ont suggéré un lien entre les éosinophiles et la réponse thérapeutique anti-
tumorale (120). Les phases 1 d’essais cliniques ont démontré que I'administration
d'IL-4 aux patients atteints de cancers solides induit la dégranulation des
éosinophiles de facon dose-dépendante, basée sur des taux augmentés de MBP
dans le sérum et les urines (119).

IV.3.1.3. L’interleukine-25

Plus récemment, il a été démontré que I'lL-25 (ou IL-17E) a aussi une activité
anti-tumorale in vivo. En effet, 'administration d’IL-25 a montré une efficacité dans
des modeles de xénogreffes de cancers humains, tels que le mélanome, le cancer
du poumon, sein et colon (122). Ces résultats démontrent que le traitement par I'lL-
25 entraine une éosinophilie, laquelle est corrélée a l'inhibition de la croissance
tumorale (122). Cependant, le lien entre I'efficacité thérapeutique et I'éosinophilie est
principalement basé sur des analyses de corrélation, et aucune conclusion n’a pu
étre donnée sur les mécanismes d’action de ces €osinophiles dans la modulation de

la croissance tumorale.
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IV.3.2.Données in vivo

Quelques études, menées chez 'animal, suggerent un lien entre I'éradication
des tumeurs et le recrutement d’éosinophiles. En 1992, Tepper et al. montrent que
des cellules tumorales murines, modifiées pour produire de I'lL-4 par transfection, ont
une tumorigénicité réduite ou absente lorsqu’elles sont réintroduites chez I'animal
(120). L'injection de ces cellules induit un infiltrat tumoral composé principalement
d’éosinophiles et de macrophages. Le rble de I'lL-4 dans la cytotoxicité anti-tumorale

a clairement été mis en évidence dans ce modéle (120).

Plus tard, dans un modele de mélanome murin résistant aux lymphocytes T
cytotoxiques, la disparition des métastases pulmonaires par les lymphocytes Th2 est
sous le contrble de I'éotaxine et du facteur de transcription STAT6 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 6). L’éradication de ces métastases est
associée a un influx d’éosinophiles dégranulés au sein de la tumeur (76). Bien que
'incubation d’éosinophiles avec une lignée celllulaire de mélanome, les B16,
n’entraine pas de lyse de ces cellules, la cytotoxicité des lysats d’éosinophiles a été
démontrée. De plus, un marquage immunohistochimique sur des sections de
métastases pulmonaires ont montré la présence de MBP (76). Il apparait donc que
le microenvironnement tumoral peut fournir des signaux de dégranulation aux
eosinophiles et de destruction tumorale. Néanmoins, une des limites de ces modeles
est l'utilisation de cellules cancéreuses exprimant des cytokines ou de I'ovalbumine

pour faciliter le développement d’une réponse Th2.

En utilisant un modele différent avec des cellules tumorales non modifiées
dans des souris de type sauvage, Cormier et al. ont étudié la fonction des
éosinophiles dans un cadre plus physiologique. lls montrent que l'infiltration de ces

cellules est une réponse précoce et persistante (110).

Dans une autre étude, Simson et al. ont étudié le rdle des éosinophiles dans
la surveillance tumorale dans plusieurs modéles murins de fibrosarcome
génétiquement modifiés. Quand ils utilisent des souris transgéniques pour I'lL-5, qui
ont des taux élevés d’éosinophiles, une diminution significative de l'incidence et de la
croissance tumorale a été demontrée. Ce résultat est corrélé au taux d’éosinophiles
au sein de la tumeur et au niveau du tissu connectif 'entourant (123). Au contraire,

une augmentation de lincidence tumorale et un influx réduit d’éosinophiles a été
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observé chez des modeéles murins avec des taux faibles d’éosinophiles (CCL11 -/-)
ou déficients en éosinophiles (IL-5/CCL11 -/- et Adbl GATA) (123).

IV.3.3.Données in vitro

Si des expériences in vivo suggerent un réle des éosinophiles dans 'immunité
anti-tumorale, les mécanismes impliqués restent mal compris. De méme, ces études
restent peu relevantes du fait de la grande disparité morphologique, phénotypique et
activatrice entre les éosinophiles murins et humains (124,125). Ainsi, les études
effectuées in vitro, sur des prélevements humains, permettent a la fois de confirmer
le rdle cytotoxique anti-tumoral des éosinophiles mais également d’apporter des

éléments de réponse quant aux mécanismes impliqués.

IV.3.3.1. Mise en évidence de nouveaux récepteurs

La démonstration récente que les éosinophiles expriment des récepteurs et
des médiateurs partagés avec les lymphocytes T cytotoxiques, connus pour étre
impliqués dans les réponses anti-tumorales, donnent des arguments
supplémentaires en faveur du réle tumoricide des éosinophiles. Munitz et al. ont mis
en évidence que les éosinophiles expriment un récepteur 2B4 fonctionnel, faisant
partie de la super-famille des immunoglobulines, sous-famille du CD2 et qui est
egalement exprimé par les cellules T. L’activation des éosinophiles via le 2B4
entraine une cytotoxicité vis-a-vis de deux lignées cellulaires tumorales (cellules de
mastocytome murin P815 et des lignées cellulaires infectées par lEBV (Epstein-Barr
Virus), 721.221 B) (85). Plus réecemment, des études faites dans notre laboratoire,
mettent en évidence [I'expression d'un autre récepteur, communs avec les
lymphocytes T, le complexe CD3/TCRyd (26). Les lymphocytes yd sont des acteurs
centraux dans la défense contre le cancer, et leurs ligands, les phosphoantigénes,
sont exprimés par de nombreuses cellules tumorales. L’activation des €osinophiles
via ce récepteur entraine la production d’espéces réactives a I'oxygéne (ROS) et la
libération des protéines granulaires cytotoxiques, confirmant la fonctionnalité de ce

récepteur.
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IV.3.3.2. Activité cytotoxique des éosinophiles

Les expérimentations que jai pu effectuer, au sein du laboratoire du
Professeur Capron, montrent qu’apres mise en culture, les éosinophiles humains
sont capables d’induire significativement la mort cellulaire de plusieurs lignées
cellulaires tumorales humaines avec un effet cytotoxique hétérogene (Fig 7A.). Il est
a noter que l'on observe une cytotoxicité plus importante vis-a-vis d’'une lignée

cellulaire humaine de carcinome du colon, les Colo-205 (26,126).

Lorsque les éosinophiles sont mis en contact avec ces cellules, une
augmentation d’environ 15% de l'apoptose des Colo-205 est observée des 15
minutes de co-incubation (n=12; p<0.05) et de plus de 60% aprés 6 heures de
contact (n=15; p<0.001) (Fig 8B.). Ces données suggerent que les éosinophiles

humains ont des propriétés tumoricides directes.
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Figure 7: Activité cytotoxique anti-tumorale des éosinophiles.

A Hétérogénéité fonctionnelle des éosinophiles, Les cellules cancéreuses humaines de la maladie de Hodgkin (L428), de carcinome de
la vessie (T24), de carcinome du colon (Colo-205), de mélanome (HBL) sont préalablement marguées par du PKH-26. La mort cellulaire
est montrée par marquage Annexine \ en cytométrie en flux aprés 3h de co-incubation avec les éosinophdes. (n= 5-15; *<0.05; **<0.01;
***<0.001).

B. Cytotoxicité temps-dépendante des éosinophies vis-a-vis des Colo-205. Les éosinophies induisent lapoptose des Colo-205 dés 15
minutes de co-incubation (n= 7-17)

Un contact entre ces deux types cellulaires est essentiel pour induire la
cytotoxicité, démontré par le réle des molécules d’adhérence CD11a/CD18 dans ce
processus cytolytique (126) et par les études de microscopie électronique (116). Ces
études suggerent I'existence d’'un dialogue entre les éosinophiles et les cellules

tumorales viables (36). Les médiateurs impliqués dans I'immunité anti-tumorale sont
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nombreux et inclus notamment 'ECP, 'EDN, le TNF (Tumor Necrosis Factor) et le
granzyme A, produits par les éosinophiles. Ce dernier, qui est classiguement associé
aux lymphocytes T cytotoxiques, a été réecemment identifié dans les éosinophiles et
agit en synergie avec la protéine cationique, ECP (126). Ces résultats in vitro
suggerent que, via leurs récepteurs et médiateurs impligués dans la cytotoxicité

tumorale, les éosinophiles participent aux réponses anti-tumorales.

V.4, Allergo-Oncologie

Le concept « d’Allergo-Oncologie », a la naissance duquel notre laboratoire a été
directement associé (127), est basé sur la notion de relation positive entre allergies
et cancers. Cette relation a été initialement démontrée par des études
épidémiologiques ainsi que par la capacité des IgE a détruire les cellules
cancéreuses aprés reconnaissance des antigénes tumoraux par un meécanisme
d’ADCC. Notre laboratoire a démontré que les éosinophiles présentant a leur
surface le FceR1 sont donc capables de fixer des IgE (49). De plus, il est connu que
les éosinophiles issus de patients allergiques présentent plus d’IgE de surface (46),
ce qui pourrait permettre d’expliquer en partie le potentiel cytotoxique anti-tumoral

plus important.

IV.4.1.Relation Allergie et cancer

Le débat s’intéressant a la relation entre l'allergie et le cancer n'est pas
nouveau et reste valide. Deux hypothéses générales peuvent étre considérées. La
premiere est que I'inflammation allergique augmente 'immunosurveillance tumorale,
la rendant plus efficace. La seconde est qu’elle altére le fonctionnement du systéme

immunitaire, promouvant le développement tumoral.

Tout d’abord, les études épidémiologiques ont cherché a démontrer une
association entre un contexte d’allergie médiée par les IgE et les cancers. Ces
études ont été résumées dans des revues récentes (128,129). Bien que les résultats
ne soient pas parfaitement clairs, il y a plusieurs preuves qui suggérent I'existence
d’'une relation inverse. Pour linstant, les expérience faites chez les souris

transgéniques pour I'lL-5 démontrent que la TATE est associée a une suppression
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des tumeurs, et pas a une augmentation de la vascularité et de la progression
tumorale (123). Ces résultats suggérent que les éosinophiles peuvent exercer leurs
fonctions anti-tumorales dans un environnement riche en IL-5, comme c’est le cas
dans les allergies. De plus, les études effectuées au sein du laboratoire montrent que
les éosinophiles purifiés a partir des donneurs allergiques induisent une apoptose
des cellules cancéreuses significativement plus importante que les éosinophiles
issus de donneurs non-allergiques (126), suggérant un état de pré-activation des

eosinophiles chez les sujets allergiques (Fig 8.).
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Figure 8: Potentiel cytotoxique des éosinophiles purifiés auprés de ‘Normal Donors
(n=4) ou de patients allergiques (n=6) vis-a-vis des Colo-205.

Figure tirée de Gatault S. Legrand F, Delbeke M, Capron M. Cancer Immunol Immunoth,
2012.
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IV.4.2.Polymorphisme génétique de 'ECP

En plus des processus impliquant les IgE ou I'lL-5, il doit étre noté I'existence
d’'un polymorphisme génétique dans le géne de 'ECP, conduisant a la production de
'ECPArg97. La présence de cette ECP mutée est associée a l'apparition de
symptémes allergiques (40) et la maladie de Hodgkin de type sclérose nodulaire
(102). Ces corrélations entre les symptbmes allergiques et la fibrose dans le
lymphome est en faveur d’une altération biologique de la fonction de 'ECP en

fonction du génotype.
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IV.4.3. Utilisation des IgE dans I'immunothérapie des cancers

L’hétérogénéité de cytotoxicité des éosinophiles observée chez les sujets
allergigues et non allergiques pourrait également suggérer que la réponse au
développement tumoral est plus efficace chez les sujets allergiques, avec un
potentiel role de «senseur» des IgE (127). Comme écrit précédemment, les
éosinophiles expriment aussi bien les récepteurs pour les IgE de faible et de forte
affinité (FceRI) (cf. § 11.2.2. p20) et des IgE de surface ont pu étre détectées sur les
éosinophiles des donneurs allergiques (46). Ainsi, un mécanisme de toxicité
cellulaire dépendant des anticorps via les IgE pourrait également étre impliqué,

comme cela se passe vis-a-vis des cibles parasitaires (49).

L’utilisation d’anticorps monoclonaux dans le traitement de cancers est de plus
en plus fréquente. Actuellement, seuls les anticorps de la classe des IgG (en général
des IgG1) sont utilisés. Cependant, les anticorps de la classe des IgE présentent
plusieurs avantages. Tout d’abord l'affinité des IgE pour son récepteur de forte
affinité, FceRl, est de I'ordre de 102 & 10° fois plus importante que celle des IgG pour
leurs récepteurs et leur demi-vie dans les tissus est d’environ deux semaines, contre
deux a trois jours pour les IgG. En plus des éosinophiles, les
monocytes/macrophages, les mastocytes et les cellules dendritiques expriment
également le FceRI. Il est intéressant de noter que les cellules effectrices des IgE
sont des cellules a tropisme tissulaire, connues pour étre présentes en quantité
importante au sein des tumeurs. |l faut également noter que, contrairement aux 1gG,
les IgE n'ont pas de récepteur inhibiteur et surtout qu’ils induisent des fonctions

effectrices d’ADCC trés puissantes.

La longue dissociation entre les IgE et le FceRI ainsi que leur rétention
tissulaire pourraient permettre I'utilisation de doses thérapeutiques plus faibles ou
une diminution de la fréquence d’administration (130,131). Les anticorps
monoclonaux de type IgE pourraient donc étre des classes thérapeutiques tres

intéressantes dans I'immunothérapie du cancer.

Afin de tester cette hypothese, deux anticorps monoclonaux de la classe des
IgE ont été créeés, le premier ciblant EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor),
exprimé par des cellules de carcinome du colon ou du naso-pharynx, le second

ciblant 'THER2/neu, proto-oncogéne surexprimé dans certains cancers du sein et du
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colon. Ces deux anticorps ont montré leur efficacité in vitro et in vivo, supérieure a
celle observée avec les anticorps correspondant de la classe des IgG, le cetuximab
et le trastuzumab, ces deux anticorps monoclonaux étant les traitements de

référence des cancers exprimant lEGFR et 'THER2/neu respectivement (132,133).

Ainsi, les éosinophiles sont au centre de ce concept d’allergo-oncologie par le
fait que ces cellules soient, dans un contexte et environnement allergique, plus
cytotoxique vis-a-vis des cibles tumorales, donnant un début d’explication aux études
épidémiologiques reliant allergie et incidence de cancers, et qu’elles soient

egalement les cellules effectrices privilégiées de TADCC médiée par les IgE.

V-Conclusion et perspectives

Toutes ces données montrent que les éosinophiles, dont la fonction a
longtemps été restreinte a une activité effectrice dans les infections parasitaires ou
dans les maladies allergiques, sont en fait capables de jouer également un réle dans
la défense anti-tumorale et 'immunosurveillance, en agissant en synergie avec les

autres leucocytes impliqués dans cette réponse.

Bien que la relevance in vivo de ces nouvelles capacités pour les €osinophiles
nécessite d’étre démontrée, leur localisation tissulaire, leur recrutement au sein de
nombreuses tumeurs ainsi que leur potentiel cytotoxique reconnu, sont autant
d’arguments qui supportent le rble effecteur de ces cellules dans l'immunité anti-
tumorale. Des études supplémentaires devront également étre faites dans le but de
décrypter les interactions moléculaires mises en jeu entre les éosinophiles et les

cellules cancéreuses.

De par leur capacité a participer aussi bien aux réponses immunitaires innée
qu’adaptative, les éosinophiles pourraient jouer un réle central dans tous les stades
de la pathologie, précoces et plus tardifs. Tout d’abord, ils sont capables d’intégrer
les signaux de dangers libérés par les cellules nécrotiques et d'y répondre
rapidement et sélectivement. lls sont ensuite capables de recruter et d’activer les

lymphocytes T et B par leur fonction de cellule présentatrices d’antigéne et peuvent,
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en retour étre activés par ceux-ci afin de participer a l'immunité adaptative en
polarisant la fonction immunitaire. Enfin ils peuvent également participer a la
clairance des débris cellulaires au niveau des tissus lésés. Il en est de méme avec
'activation de leur fonction cytotoxique directe, due a leurs grands nombre de
médiateurs. Celle-ci peut étre induite par les alarmines ou les DAMPs, mais

également par un mécanisme d’ADCC.

La détermination des mécanismes impliqués dans un type de cancer donné
pourrait conduire a considérer de nouvelles perspectives thérapeutiques, notamment
en induisant l'activation des éosinophiles par ['utilisation d’agonistes de leurs
récepteurs par exemple. A moins long terme, il serait également envisageable
d’utiliser des anticorps monoclonaux de la classe des IgE afin d’activer les cellules
ayant leur récepteur de la fraction Fc a leur surface, dont et principalement les
éosinophiles.

Les polynucléaires éosinophiles sont donc des cellules tout a fait particuliéres,
par leurs fonctions effectrices et régulatrices dans des situations d’homéostasie et de
pathologies. Encore aujourd’hui, la grande majorité des études considére les
éosinophiles comme des cellules purement néfastes. Cependant, a la vue des
résultats présentés dans cette thése, il est nécessaire de reconnaitre leurs roles

bénéfiques en particulier dans 'immunité anti-tumorale.
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