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RESUME

Les maladies allergiques sont en constante augmentation tant en prévalence qu’en
gravité. Les mécanismes physiopathologiques connus impliquent 1’induction d’une réponse
Th2 par les cellules dendritiques, conduisant a une production d’IgE et une inflammation,
notamment liée & un recrutement d’éosinophiles. Les éosinophiles sont fortement impliqués
dans les dommages et les dysfonctionnements tissulaires et participent a I’entretien de
I’inflammation. Différentes cellules de I’immunité innée sont impliquées dans le contrdle de la
réaction allergique. Parmi elles, les cellules Natural Killer (NK), connues essentiellement pour
leurs fonctions anti-tumorales et anti-microbiennes, pourraient réguler différents aspects de la
réaction allergique comme le suggérent quelques études effectuées chez 1’homme ou la souris.
Dans le sang périphérique de patients asthmatiques, les cellules NK présentent des capacités
cytotoxiques accrues, ainsi qu’une prédominance de cellules NK2 (productrices d’IL-5 et d’IL-
13) comparativement a la prédominance de cellules NK1 (productrices d’IFN-y) chez les sujets
non allergiques. Chez des patients atteints de dermatite atopique, le nombre et la cytotoxicité
des cellules NK périphériques sont diminués, ainsi que leur capacité a produire de I’IFN-y. De
plus, le dialogue entre les cellules NK et les cellules dendritiques est moins efficace chez le
sujet asthmatique, menant ainsi a une capacité réduite de production d’IFN-y par les cellules
NK. Dans des modéles murins d’inflammation pulmonaire, la déplétion en cellules NK par
I’anti-NK1.1 ou I’anti-ASGMI1 avant I’immunisation inhibe 1’éosinophilie pulmonaire,
I’infiltrat des lymphocytes T CD3" et I’augmentation des taux d’IL-4, IL-5 et IL-12 dans le
lavage bronchoalvéolaire. Néanmoins, la déplétion avec 1’anti-ASGM1 apres 1’établissement
de I’inflammation éosinophilique retarde sa résolution, suggérant un role double des cellules

NK dans I’inflammation allergique.

Nous avons abordé le recrutement et la fonction des cellules NK humaines dans
I’allergie premiérement par le biais de I’analyse in vitro du réle de CCL18 sur les cellules NK.
Cette chimiokine est préférentiellement produite au niveau du poumon et posséde une double
fonction dans la pathologie allergique puisqu’elle recrute les lymphocytes Th2, mais également
les lymphocytes T régulateurs et genére des cellules dendritiques tolérogénes capables
d’induire des lymphocytes T régulateurs, uniquement chez des donneurs non allergiques. Nous
avons évalué la réponse des cellules NK de sujets allergiques vis-a-vis de CCLI18 et I’avons
comparée a celle de cellules NK provenant de donneurs non allergiques. Nos travaux ont

montré que CCL18 attire in vitro les cellules NK de sujets non allergiques et induit leur



cytotoxicite, de facon dépendante des protéines G. Par contre, les cellules NK de sujets
allergiques ne répondent pas au CCL18. Cette chimiokine n’a aucun effet sur la prolifération

des cellules NK, mais pourrait réguler négativement la production d’IFN-y.

La deuxiéme partie du travail de thése s’est basée sur I’hypothése d’un dialogue entre
les cellules NK et les éosinophiles lequel modifierait leurs fonctions respectives. Des cellules
NK et des éosinophiles autologues ont été cocultivés pendant 3 et 12h, a différents ratios. Nous
avons montré que les cellules NK activent directement les éosinophiles comme en témoignent
I’augmentation de la libération de 1’eosinophil cationic protein (ECP), 1’eosinophil derived
neurotoxin (EDN), et de ’expression du CD63 (marqueur de dégranulation), du CD69 et la
diminution de I’expression du CD62L sur les éosinophiles vivants lors de la coculture. De plus,
la coculture avec les cellules NK induit 1’apoptose et la mortalité des éosinophiles des la
premiére heure de coculture. Cependant 1’apoptose et la mortalité des cellules NK ne sont pas
modifiées. La fixation des cellules NK empéche presque totalement 1’activation et I’apoptose
des éosinophiles, suggérant I’implication a la fois de molécules de surface et de facteurs
solubles. Les interactions entre molécules de surface restent encore a déterminer, et I’'TFN-y et
le TGF-B ne sont pas impliqués. Cependant, les voies de signalisation p38MAPKkinase
(mitogen-activated protein kinases), ERK (Extracellular signal-regulated kinase), JNK (c-Jun
N-terminal kinases) et Plskinase (Phosphatidylinositide 3-kinases) interviennent dans
I’activation des éosinophiles. Concernant I’apoptose des €osinophiles induite par les cellules

NK, la voie mitochondriale est davantage impliquée que la voie des caspases.

En résumé, ces travaux ont permis de montrer que les cellules NK de sujets allergiques
présentent un dysfonctionnement dans la réponse vis-a-vis de CCL18 comparativement aux
sujets non-allergiques. De plus, nos résultats suggérent que les cellules NK pourraient réguler

I’inflammation a éosinophiles en induisant leur activation et/ou leur apoptose.



ABSTRACT

Allergic diseases are steadily increasing both in prevalence and severity. Known
physiopathological mechanisms involve the induction of a Th2 response by dendritic cells,
leading to IgE production and inflammation, in particular linked to the recruitment of
eosinophils. Eosinophils are heavily involved in injury and tissue dysfunction and contribute to
the maintenance of inflammation. Different cells of innate immunity were shown to be
involved in the control of allergic reaction. Among them, natural killer (NK) cells, primarily
known for their anti-tumor and anti-microbial functions, may regulate different aspects of
allergic reaction as suggested by studies in humans or mice. In the peripheral blood of patients
with asthma, NK cells exhibit increased cytotoxic capacity, and a predominance of NK2 cells
(producing IL-5 and IL-13) compared to the prevalence of NK1 cells (producers of IFN-y) in
non-allergic subjects. In patients with atopic dermatitis, the number and cytotoxicity of
peripheral NK cells are reduced, as well as their ability to produce IFN-y. Moreover, the
dialogue between NK cells and dendritic cells is less effective in asthmatic patients, leading to
a reduced capacity of IFN-y production by NK cells. In murine models of pulmonary
inflammation, depletion of NK cells by anti-NK1.1 or anti-ASGML1 before immunization
inhibits pulmonary eosinophilia, the infiltration of CD3" T cells and increased levels of IL-4,
IL-5 and IL-12 in the bronchoalveolar lavage. However, depletion with anti-ASGM1 after the
establishment of eosinophilic inflammation delays its resolution, suggesting a dual role of NK

cells in allergic inflammation.

We studied the recruitment and function of human NK cells in allergy through in vitro
analysis of the role of CCL18 on NK cells. This chemokine is preferentially produced in the
lungs and has a dual role in allergic diseases since it recruits Th2 cells but also regulatory T
cells and generates tolerogenic dendritic cells capable of inducing regulatory T cells only from
non-allergic donors. We evaluated the response of NK cells in allergic subjects towards CCL18
and compared it to that of NK cells from non-allergic donors. We showed that CCL18 attracts
NK cells from non-allergic subjects and induces their cytotoxicity in a G protein dependent
pathway. However, NK cells from allergic subjects did not respond to CCL18. This chemokine

has no effect on the proliferation of NK cells, but may negatively regulate IFN-[J production.

The second part of the thesis is based on the hypothesis of a dialogue between NK cells
and eosinophils which would modify their respective functions. NK cells and autologous
eosinophils were cocultured during 3 and 12 hours, at different ratios. We showed that NK

cells directly activate eosinophils as evidenced by the increased release of eosinophil cationic

6



protein (ECP), eosinophil derived neurotoxin (EDN), and the expression of CD63
(degranulation marker), CD69, and reduced expression of CD62L on living eosinophils. In
addition, coculture with NK cells induced apoptosis and mortality of eosinophils in the first
hours of coculture. However, apoptosis and death of NK cells were not changed. Fixation of
NK cells prevented almost completely the activation and apoptosis of eosinophils, suggesting
the involvement of both surface molecules and soluble factors. These interactions require cell
contact, but the molecules involved remain to be determined. Concerning soluble factors, IFN-
vy and TGF-B are not involved in these mechanisms. However, the signaling pathways
p38MAPKinase (mitogen-activated protein kinase), ERK (Extracellular signal-regulated
kinase), JNK (c-Jun N-terminal kinase) and Pls-kinase (phosphatidylinositide 3-kinase) are
involved in eosinophils activation. Concerning eosinophil apoptosis induced by NK cells, the

mitochondrial pathway is more involved than the caspase pathway.

In summary, our studies show that NK cells from allergic patients exhibit a defect in
their response towards CCL18 compared to non-allergic subjects. In addition, these results
suggest that NK cells may regulate eosinophilic inflammation by inducing their activation and /

or apoptosis.



CHAPITRE 1 : L’ASTHME ALLERGIQUE

1.1. Définition

L'asthme est une maladie bronchique dont la définition reste encore symptomatique et
descriptive. Les changements dans la définition de cette maladie au cours des dernieres
décennies sont le résultat de I'évolution des connaissances, notamment physiopathologiques.

L’asthme est défini par un groupe d’experts internationaux comme "un désordre
inflammatoire chronique des voies respiratoires dans lequel sont impliqués plusieurs types
cellulaires et leurs médiateurs. L’inflammation chronique est associée a une hyperréactivité
des voies respiratoires qui entraine des épisodes récurrents de respiration sifflante, de
dyspnée, de sensation d’oppression thoracique, et/ou de toux particulierement pendant la nuit
ou au petit matin. Ces épisodes sont souvent associés a une obstruction extensive de degré
variable, souvent réversible spontanément ou sous [’effet d'un traitement". La définition
présentée ci-dessus n’est pas totalement satisfaisante car elle ne prend pas en compte les
facteurs étiologiques qui déclenchent ou précipitent les crises d’asthme, en particulier
I’allergie. Bien que plusieurs types d'asthme aient été¢ identifiés cliniquement, l'asthme
allergique est la forme la plus répandue de la maladie. L'asthme allergique est un asthme pour
lequel les symptdémes sont déclenchés par I'exposition a un allergéne et qui est favorisé ou
aggravé par des facteurs non spécifiques comme la pollution atmosphérique, le tabagisme, les
infections, le stress ou l'effort.

L’asthme est caractérisé par une forte concentration d’IgE dans le sérum des patients, des
infiltrats d'éosinophiles dans I'épithélium péribronchique et périvasculaire, une hyperplasie des
cellules a mucus et un épaississement de la sous-muqueuse. Des stimuli normalement
inoffensifs entrainent une bronchoconstriction en réponse a des stimuli non spécifiques comme
le froid, I’effort ou a des doses faibles d’acétylcholine.

Les symptdmes peuvent survenir a différents moments de la journée, a une fréquence
variable et entrainer des problémes indésirables tels la fatigue, 1’insomnie, la réduction des
activités physiques, ce qui entraine de I’absentéisme au travail ou a 1’école, etc.

Bien qu’une multitude de traitements soit disponible pour soulager les symptomes de la
maladie, aucun traitement curatif n’a jusqu’a maintenant vu le jour. L’asthme est une maladie
multifactorielle hétérogene, associée a une variété de manifestations cliniques et de réponses

thérapeutiques, qui défient encore médecins et chercheurs.



1.2. Epidémiologie de I’asthme et conséquences socioéconomiques

L’asthme représente un véritable probléme de santé publique dans de nombreux pays du
fait notamment de sa fréquence, des maladies associées, de la mortalité, ainsi que du poids
économique généré. C’est la maladie chronique la plus courante chez les enfants. Les derniéres
statistiques, selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (Martin-Fontecha et al.), estiment le
nombre de sujets asthmatiques & 300 millions & travers le monde. Cette pathologie cause
250000 déces par an dans le monde entier. Globalement, I’asthme touche davantage les
habitants des pays développés que ceux des pays sous-développés (Figure 1). En France, les
statistiques de 2006, selon I’enquéte ESPS, estiment que 1'asthme touche plus de 4,15 millions
de personnes, soit 6,7 % de la population. La prévalence de 1’asthme dans notre région (le

Nord-Pas-de-Calais) est de 6,9 % (Source : Irdes. Données : Enquéte ESPS 2006).

L’asthme est I'une des maladies les plus coliteuses dans les pays développés. Le cott
pour la société peut se diviser en codts directs, indirects et codts intangibles, associés aux
aspects psychosociaux de l'asthme. Les colts directs comprennent les hospitalisations, les
traitements en salle d'urgence, les consultations médicales, les frais de laboratoires. Quant aux
colts indirects, ils résultent des pertes financieres non medicales dues a la maladie:
absentéisme scolaire et professionnel, perte de productivité au travail, invalidité et déces. En
France, L'asthme est responsable de 600 000 journées d'hospitalisation et colte 1 milliard
d'euros en dépenses de santé. Ces constatations imposent une réflexion sur les conditions de

’apparition de la maladie et sur 1a nécessité d'une prise en charge efficace de celle-ci.

[=zt01% [ 7.6-100% [ ]5.1-7.5% [l 2.5-5.0% [I] 0-2.5% [ | Nostandardized data available

Figure 1: La prévalence de I’asthme dans le monde. D’aprés Devereux, 2006.



1.3. Facteurs impliqués dans le développement et I’expression de la maladie
Plusieurs facteurs peuvent déclencher ou influencer la maladie de 1’asthme. Ces facteurs
peuvent étres liés au patient lui-méme (caractére héréditaire, facteurs de risques hormonaux...)
et peuvent aussi étres liés a son environnement (allergenes, tabagisme, pollution

atmosphérique, exercice physique, alimentation, virus...).

1.3.1. Facteurs liés a I’hote

La prédisposition héréditaire ou I’atopie est le principal facteur causal de 1’asthme. Le
risque de souffrir d’un asthme est nettement plus €levé chez les personnes ayant un lien de
parenté avec des personnes asthmatiques par rapport aux personnes sans antécédents familiaux.
De plus le terrain génétique est un élément essentiel de la maladie. Des études sur le génome
ont mené a ’identification et a la description d’une multitude de génes de susceptibilité de
I’asthme et de réponse aux traitements, qui ont été classés dans 4 groupes distincts (Vercelli
2008) (Figure 2). Le premier groupe comprend des génes associés a 1’immunité innée et
['immunorégulation. 1l inclut des genes de PRR (incluant les TLR2, TLR4, TLR6, TLR10,
NOD1 et NOD2), les cytokines régulatrices IL-10 et TGF-B, le facteur de transcription STAT3
et des molécules impliquées dans la présentation antigénique comme le CMH de classe 1l. Le
second groupe comprend des genes responsables de la différenciation et des fonctions
effectrices des cellules Th2, c’est-a-dire les génes des cytokines IL-4, IL-13, IL-12p40 et IL-5,
le récepteur de I'IgE et des facteurs de transcription Th2. Le troisiéme groupe implique
I’immunité mucosale et épithéliale et inclut les genes des chimiokines, des substances anti-
microbiennes et des molécules impliquées dans 1’intégrité de la barriére épithéliale. Les autres
génes de susceptibilité ont été découverts par clonage positionnel ; ils font partie du dernier
groupe et sont associés a la fonction pulmonaire, au remodelage tissulaire et a la sévérité de la
maladie. En dehors des facteurs génétiques, d’autres facteurs liés a 1’hdte ont €té associés au
développement de I’asthme. Le stress, la prise d’antibiotiques, la vaccination contre les
maladies respiratoires, 1’obésité et le mode de vie de la mere pendant la grossesse (exemple du
tabagisme) (Hviid et al. 2008), (Balicer et al. 2007), (Chetta et al. 2005), (Subbarao et al.
2009), (Beuther et al. 2006) sont rattachés a I’asthme. Notons aussi que des facteurs
endocriniens semblent étre impliqués dans la pathophysiologie de 1’asthme (Schatz 1999;
Haggerty et al. 2003).
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1.3.2. Facteurs environnementaux

I1 est évident que les facteurs génétiques ne peuvent expliquer 1’augmentation rapide et
sélective de la prévalence de 1’asthme et de I’allergie dans les pays développés au cours des
derniéres décennies. Pour mieux comprendre ce phénomene, il faut se pencher sur les facteurs

environnementaux qui ont changé drastiqguement et rapidement.

Les facteurs environnementaux impliqués dans 1’asthme incluent bien évidemment les
allergenes contre lesquels les patients développent la maladie. Les plus fréquents sont les
acariens ainsi que certains pollens et antigénes d’origine animale (Sporik et al. 1990; Wahn et
al. 1997; Sporik et al. 1999), (Simpson et al. 2005). Les irritants présents dans I’air comme la
fumée de cigarette et les particules issues de la combustion du diesel contribuent également a la
pathogenese de la maladie (Polosa et al. 2008), (Baena-Cagnani et al. 2009), (James et al.
2005; Holgate et al. 2006; McCreanor et al. 2007). L’ozone, les moisissures et 1’humidité
semblent aussi étre des facteurs aggravants (Peden et al. 2010). L hypothése qui a regu la plus
grande attention pour expliquer 1’augmentation des prévalences de 1’asthme est «l’hypothése
de I’hygiene» qui est basée sur 1’équilibre Th1/Th2. Ce concept stipule que 1’exposition
bactérienne et virale, au cours de la petite enfance, favorise le développement d’un profil
inflammatoire Th1 et par conséquent, inhibe le développement de pathologies Th2 comme les
allergies et 1’asthme. Le changement des régles d’hygiéne dans les pays développés, par
exemple, a entrainé une réduction marquée de 1I’exposition microbienne et par conséquent, une
désorganisation de la réponse inflammatoire protectrice de type Thl. De nombreuses
observations épidémiologiques ont apporté des arguments en faveur de cette hypothése. D’une
part, des maladies infectieuses séveres comme la malaria et la tuberculose sont inversement
reliées a I’allergie (YYazdanbakhsh et al. 2002). Par ailleurs, des études ont montré une relation
inverse entre 1’asthme et 1’exposition directe a 1’environnement rural riche en endotoxine (von
Mutius et al. 2008), (Pelosi et al. 2005; Ma et al. 2009), (Von Ehrenstein et al. 2000),
(Shirakawa et al. 1997), (Herz et al. 2000), (Aaby et al. 2000), (Hopfenspirger et al. 2002).
Cependant d’autres arguments sont en défaveur de cette théorie. Il faut mentionner que les
maladies Thl et Th17, incluant le diabete, la sclérose en plaque et les maladies inflammatoires
de I’intestin, sont également en forte hausse dans les pays développés (Rook 2009). De plus il
existe une corrélation entre le diabéte de type 1 et I’asthme (Stene et al. 2001). Ces
observations a priori contradictoires ont été réconciliées par la redécouverte des cellules
régulatrices capables d’inhiber I’ensemble des profils T helper et qui sont déficitaires dans un
grand nombre des pathologies suscitées. Les infections pulmonaires d’origine virale comme
I’influenza amplifient la réponse asthmatique malgré le développement d’une réponse immune
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anti-virale de type Thl. Inversement, une forte réponse Th2 résultant d’une infection
parasitaire est plutét protectrice (Hansen et al. 1999), (Jackson et al. 2010), (Yazdanbakhsh et
al. 2004; Leonardi-Bee et al. 2006). Dans 1’ensemble les études semblent montrer que les
infections entretiennent une relation ambigué avec I’asthme, étant tantot capables d’exacerber
les manifestations de 1’asthme et tantot exercant des effets protecteurs contre cette maladie. Les
facteurs environnementaux interagissent avec les facteurs génétiques et influencent le
développement de la maladie. Chez certains individus, la stimulation environnementale
conduira au développement de ’allergie et de I’asthme alors que, chez d’autres individus, cette

stimulation entrainera une réponse immune protectrice (tolérance) contre la maladie.
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Figure 2: Geénes de susceptibilité de I’asthme. D’aprés Vercelli D, 2008.

1.4. La réaction inflammatoire de I’asthme allergique
La physiopathologie de la réaction allergique peut étre scindée en trois phases
successives. La premiere est la phase de sensibilisation au cours de laquelle s’instaure la
mémoire immunitaire. Dans le cas de 1’asthme allergique, la sensibilisation a lieu au niveau des
voies respiratoires. L’antigeéne est pris en charge par les cellules dendritiques (DCs) des voies
respiratoires qui sont activées et migrent vers les ganglions médiastinaux qui drainent les
poumons. L’antigéne est présenté aux cellules T, initiant ainsi la conversion des cellules T

CD4 naives en cellules Th2. Ces cellules Th2 interagissent avec les cellules B et induisent la
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production des IgE. Ces derniers diffusent localement et gagnent la circulation lymphatique et
sanguine pour enfin étre distribuées systémiquement. Les IgE spécifiques et non-spécifiques se
lient aux récepteurs IgE de haute affinité (FceRI) a la surface des cellules, plus particulierement
des mastocytes. Cette phase de la réponse allergique est asymptomatique mais elle met en
veille un état immunitaire prét a répondre rapidement en cas de réexposition des voies

respiratoires a I’allergéne (Galli et al. 2008) (Figure 3).
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Figure 3: phase de sensibilisation aux allergénes. L’allergéne peut soit étre capté puis
apprété par les DC intraépithéliales qui pénetrent alors dans le tissu pulmonaire, soit pénétrer
directement dans la sous-muqueuse ou il est capté par les DC présentes. Cette pénétration
directe ne peut étre réalisée que par les allergénes possédant une activité protéase. Cette
derniere permet le clivage des jonctions serrées entre les cellules épithéliales. Les DC activées
maturent et migrent vers les ganglions drainants ou elles présentent le complexe CMII/peptide
antigénique aux lymphocytes T naifs. En présence d’IL-4, les lymphocytes T naifs se
différencient en lymphocytes Th2 produisant entre autre de I’IL-4 et de I’IL-13. La production
de ces deux cytokines par les lymphocytes Th2 et la liaison des molécules de costimulation,
conduit a la production d’IgE par les lymphocytes B. Ces IgE se diffusent localement puis de
facon systémique ou ils se fixent sur les mastocytes résidant dans les tissus via le FceRI
(récepteur de forte pour les IgE). Les Th2 vont aussi migrer vers les voies aériennes ou ils vont
s’amplifier et devenir des lymphocytes Th2 effecteurs mémoire. D’apres Galli SJ, 2008.

La Phase effectrice comprend les phases de réaction immeédiate et retardee. La phase
immédiate a lieu dans les minutes qui suivent une nouvelle exposition a 1’allergéne contre
lequel un individu est sensibilisé. Cette phase se caractérise par I’apparition, dans les premicres
minutes, de signes cliniques dépendants du tissu cible (irritation tissulaire, formation d’cedéme,
sécrétion de mucus et obstruction bronchique marquée due a un spasme du muscle lisse
bronchique). Durant cette phase, 1’allergéne est reconnu par des IgE spécifiques, liés aux FceRI

a la surface des mastocytes et des basophiles. Le complexe IgE/allergéne induit I’agrégation
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des récepteurs, activant les mastocytes et les basophiles qui libérent immédiatement le contenu
de leurs granules cytoplasmiques. Il s’agit des molécules vaso-actifs (les leukotrienes,
I’histamine, les prostanoides) ou cytokiniques et chimiotactiques (MacGlashan 2008). Ces
derniers induisent une vasodilatation et une bronchoconstriction et augmentent la production de
mucus par les cellules caliciformes et la perméabilité vasculaire (Figure 4).
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Figure 4 : La réaction immédiate de la phase effectrice. Lors d’un contact ultérieur avec un
allergéne, ceux-ci se fixent sur les complexes IgE/FceRI présents a la surface des mastocytes.
Cette fixation induit la dimérisation des récepteurs aux IgE, aboutissant a la libération de
médiateurs préformés et néoformés et a I’augmentation de la synthése de cytokines,
chimiokines et facteurs de croissance. Les médiateurs rapidement libérés sont responsables de
la bronchoconstriction, de la vasodilatation et de ’augmentation de la perméabilité vasculaire
et de la production de mucus. Les mastocytes contribuent a la transition vers la réaction

retardée en initiant le recrutement des cellules inflammatoires. D’apres Galli SJ, 2008.

Outre leur réle dans la réaction immédiate, les mastocytes contribuent a la transition vers
la réaction retardée en initiant le recrutement de cellules inflammatoires. La phase tardive se
déclare apres 6-12 heures et s’éteint dans les 12-24 heures (Figure 5). Elle est caractérisée par
Iinfiltration des tissus enflammés par plusieurs types cellulaires dont les éosinophiles, les

lymphocytes T et les basophiles. Ces cellules libérent a leur tour des substances pro-
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inflammatoires cytotoxiques, telles que les protéines des granules des éosinophiles MBP, ECP,
EPO, EDN, responsables de la destruction de 1’épithélium et de 1’inflammation de la sous-
muqueuse diminuant alors le diametre des voies aériennes. Les sous populations
lymphocytaires T auxiliaires majoritairement Th2 interviennent dans le recrutement des
cellules effectrices et dans I’activation de I’épithélium bronchique. Cette inflammation est
chronique et aboutit a long terme a une modification de 1’architecture des voies respiratoires,
également nommée remodelage bronchique. Ce dernier se caractérise par la desquamation de
I’épithélium, une métaplasie des cellules caliciformes, un épaississement de la membrane

basale et une hyperplasie des cellules musculaires lisses.

Le réle des différents acteurs cités ci-dessus dans les phases de la réaction allergique sera

passé en revue dans les pages suivantes.
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Figure 5: La réaction retardée de la phase effectrice. Cette phase apparait 6 a 12heures
apres 1’exposition a I’allergene et est caractérisée par une inflammation de la muqueuse et des
Iésions de 1’épithélium induites par un afflux de cellules inflammatoires produisant des
substances pro-inflammatoires et des cytokines Th2. D’aprés Galli SJ, 2008.
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1.5. Les différents acteurs cellulaires impliqués dans la réaction allergique

1.5.1. Les cellules dendritiques

a. Capture de antigéne

Pendant la phase de sensibilisation, les allergenes qui traversent la barriere épithéliale,
sont capturés par les cellules dendritiques (DC), dites immatures, présentes sous la membrane
basale de I’épithélium bronchique. Certaines DC étendent leurs dendrites jusqu’a la lumicre
des voies respiratoires grace a la formation de jonctions occlusives avec les cellules
épithéliales, sans interférer avec leurs fonctions (Hammad et al. 2008), (Bimczok et al. 2006),
(Jahnsen et al. 2006). La figure 6 illustre cette interaction. En outre, certains allergenes (pollen
de Cupressaceae, acariens, Alternaria) possédant une activité protéasique forte, sont capables
de digérer les protéines de jonction, augmentant ainsi la perméabilité de 1’épithélium et
I’accessibilité aux cellules dendritiques (Runswick et al. 2007). La DC fait intervenir trois
voies principales pour capturer [’antigéne présent dans son environnement : la
macropinocytose, l’endocytose par récepteurs interposés et la phagocytose. La
macropinocytose permet |’internalisation d’antigénes solubles. La phagocytose permet
’internalisation de virus, bactéries,...etc. L’endocytose par récepteurs interposes repose sur
I’'usage de récepteurs membranaires spécifiques des composés a endocyter (Figure 7) (les
récepteurs type lectine-C et les récepteurs de type Fc) (Fanger et al. 1996), (Barrett et al.
2009b).

La cellule dendritique exprime de nombreux récepteurs de I’immunité innée dénommés
PRRs (Pathogen Recognition Receptors) qui ont la propriété de reconnaitre une vaste gamme
de motifs microbiens, les PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns). Ces récepteurs
ont pour fonction d’endocyter les microorganismes et/ou d’activer la DC. Comme la plupart
des allergénes inhalés sont contaminés par des lipopolysaccharides (LPS) et peptidoglycanes,
ces contaminants peuvent exercer des effets adjuvants en activant les DCs via les PRR. Ainsi,
il a été montré que les allergénes d’acariens retrouvés dans les poussiéres de maison sont de
puissants activateurs de TLR (Trompette et al. 2009). Par ailleurs, les allergénes eux mémes
peuvent étre reconnus par les PRR présents a la surface de la DC. Par exemple deux allergenes
ligands de PRR sont Der p 2 et le Ara h 1 (allergénes de I'arachide) qui lient et activent TLR4
et DC-SIGN respectivement (Trompette et al. 2009), (Shreffler et al. 2006). De plus,

I’allergene HDM peut se fixer sur le récepteur TLR4 des cellules dendritiques de la muqueuse
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des voies respiratoires en induisant ainsi une inflammation allergique de type Th2 (Hammad et
al. 2009).
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Figure 6 : Interaction entre les cellules épithéliales, les DCs et les allergénes a I’interface
de la muqueuse bronchique. D’aprés Hammad H, 2008.
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b. Maturation et migration

Apres internalisation, 1’antigéne est dégradé au sein des compartiments intracellulaires
tels que les endosomes et les lysosomes. Les fragments peptidiques de 1’antigéne sont alors
couplés avec les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de class 11 (CMHII) et
présentés a la surface des cellules dendritiques. L’internalisation de I’antigéne entraine
¢galement la maturation de la DC qui s’accompagne de différents changements phénotypiques.
La DC va d’une part exprimer des récepteurs chimiokiniques tel le CCR7 permettant sa
migration spécifique vers les ganglions lymphatiques drainant 1’épithélium, via les vaisseaux
lymphatiques qui expriment les ligands de CCR7 (CCL19, CCL21) (Humrich et al. 2006;
Hammad et al. 2007). Récemment, le récepteur CCR2 a été impliqué également dans le
controle de la migration des DCs pulmonaires (Otero et al.). D’autre part la DC va surexprimer
la molécule CMHII ainsi que les molécules co-stimulatrices (comme CD40, CD80, CD86,
etc...) nécessaires a l’activation des lymphocytes T (LT). Cette maturation induit aussi la
sécrétion de cytokines et de chimiokines par les DCs. Par ailleurs, des protéines (IL33, 1L25,
TSLP...) générées dans 1’épithélium en réponse au stimulus inhalé, vont influencer I’activation

et la maturation des cellules dendritiques.

Cc. Présentation de ’antigéne au lymphocyte T

Les interactions étroites entre la DC et le lymphocyte sont décrites comme de véritables
synapses immunologiques. La formation de la synapse est initiée par 1’interaction entre les
molécules LFA-1 et ICAM 2/3 exprimées a la surface du LT et les molécules ICAM-1 (CD54)
et DC-SIGN (CD209) exprimées sur la DC mature. D’autres molécules telles que les
molécules CD4 et CD8 et des molécules de co-stimulation sont ensuite recrutées au niveau de
la synapse immunologique pour renforcer le dialogue entre la DC et le lymphocyte T
(Krummel et al. 2000).

L’engagement de quelques TCR initie un premier signal conduisant a des modifications
du cytosquelette, a la redistribution des autres TCR et a la relocalisation, a proximité des TCR,
des molécules de co-stimulation B7. Ces molécules de co-stimulation interagissent avec les
molécules CD28 et CTLA-4 portées par les lymphocytes T. D’autres molécules de co-
stimulation participent au dialogue DC-lymphocytes T. Ainsi, les interactions CD40/CD40-
ligand sont aussi impliquées dans la genése de signaux co-activateurs. Cette étape initie la

conversion des cellules T CD4 naives en cellules effectrices (figure 8).
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Figure 8 : Interaction entre les cellules dendritiques et le lymphocyte T. le schéma reprend
les trois types d’interaction nécessaires a une polarisation T efficace. Le premier signal est
apporté a la présentation antigénique vis le CMHII au TCR. Le second signal provient des
molécules de co-stimulation CD80/CD86, régulées par I’activation des PRR et exprimées a la
surface de la DC. Ces molécules activent le CD28 lymphocytaire qui induit notamment
I’expression du CD40L et permet la stimulation en retour de la cellule dendritique. Le
troisieme signal est constitué par des médiateurs polarisant solubles ou membranaires (I1L-12,
IFN-y ou ICAM-I pour les Thl et IL-4, IL-13, ou OX40L pour les Th2) apportés
essentiellement par la DC activée par les PRR. D’apreés Kapsenberg, M.L, 2003.

d. La Dc et la polarisation de la réponse T

Les cellules dendritiques interviennent dans le dialogue avec les lymphocytes T comme
activateurs mais aussi comme régulateurs de la réponse immunitaire, car elles polarisent les
lymphocytes T en les orientant vers la voie de différenciation la plus adaptée a 1’agression
(Th1, Th2, Th17, Th22, Treg...). Cette polarisation va dépendre tout d’abord du type de DC
impliqué qui se distingue sur des bases phénotypiques, morphologiques, fonctionnelles,
ontogéniques et/ou anatomiques (Banchereau et al. 2000), le profil d’expression des molécules
de co-stimulation, le microenvironnement cytokinique et chimiokinique local et la maniere
dont I’antigéne est présenté aux lymphocytes T (densité des complexes de CMH Il/peptides
antigénique, associations de rafts lipidiques) ainsi que la durée du contact et le ratio DC/T
(Tanaka et al. 2000).

Dans [D’asthme allergique les lymphocytes Th2 sont au centre de la réponse
inflammatoire. Chez la souris, on sait qu’une faible expression de CD80/86, ainsi que la
production de d’IL-12 et d’IFN-y par les DCs au moment de la présentation antigénique induit
une différenciation vers un profil de type Thl (Feili-Hariri et al. 2005). Par contre, une forte
stimulation CD80/86 et I’apport d’IL4 exogene, en absence d’IFN-y polarisent les lymphocytes

vers un profil de type Th2. Chez ’homme, une forte production d’IL-12, I’expression de CD80
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et CD70 favorisent la différenciation vers un profil Thl (lwamoto et al. 2005), alors qu’une
trés faible production d’IL-12, I’expression majoritaire de CD86 et d’OX40L oriente le
lymphocyte vers un profil de type Th2 (Chen et al. 2006), (Delespesse et al. 1999). Chez les
sujets allergiques, les DCs activés par 1’allergéne Der p 1 induisent une réponse Th2 en
augmentant 1’expression de CD86 ainsi que la production d’IL-10 et de chimiokines pro Th2
(CCL17, CCL22). En revanche, les DCs d’un sujet sain expriment le CD80 et produisent de
I’IL-12 et la chimiokine proTh1 (IP-10) aprés activation par I’allergéne (Hammad et al. 2001),
(Hammad et al. 2003), (Charbonnier et al. 2003). D’autres molécules de surface comme
OX40L et ICOSL (inducible costimulator ligand) ont été impliquées dans le développement
d’une réponse Th2 (Simpson et al.; Tesciuba et al. 2001; Ito et al. 2005; Simpson et al. 2010).
En effet, selon les signaux de danger rencontrés et leur état de maturation, les DCs sont
responsables de la réponse immune ou de la tolérance. En condition d’homéostasie, les DCs
maintiennent un état de tolérance face aux antigenes inoffensifs (Steinman 2003). Pour cela, les
DCs migrent continuellement jusqu’aux ganglions lymphatiques médiastinaux et présentent
des Ag dans un contexte tolérogénique. Il a ét¢ montré que, en absence d’infection, les DCs
sécretent de I’IL-10 et expriment les molécules ICOS-L et DP-L1 (program cell death 1)
favorisant la différenciation des cellules T CD4 naives en cellules Treg (Akbari et al. 2003a).
Les cellules Treg ainsi produites controlent I’inflammation en produisant des cytokines

immunosuppressives telles que I’'IL-10 ou le TGF-f.

1.5.2. Leslymphocytes T

Les cellules T activées jouent un réle important dans l'asthme. Pendant une longue
période, la réponse des lymphocytes T dans I'asthme a été interprétée dans le cadre du fameux
paradigme Th1/Th2 dans lequel le développement des cellules Th2 est considéré comme
capital et essentiel dans le développement de I'asthme allergique. La participation des cellules
T dans la pathogenése de I'asthme allergique a été élargie pour inclure la contribution des
cellules T régulatrices (Treg) et de nouvelles sous populations Th17 et Th22.

a. Les lymphocytes Th2

Les cellules Th2 jouent un réle central dans I'inflammation allergique. Aprés activation
les DCs et d’autres cellules, produisent les cytokines responsables de la différenciation des
cellules T naives en cellules Th2. L’interaction entre le TCR et CMH de classe 1I de la DC
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induit classiquement la production d’IL-2 et d’IL-4 par les cellules T, capables d’activer
STATS5 et STAT6 respectivement, qui ménent a la production d’IL-4 supplémentaire et
amplifient en boucle la réponse inflammatoire de type Th2. La signalisation résultant de la
liaison de I’IL-4 avec son récepteur passe par GATA3 (GATA-binding protein 3), qui entraine
I’expression des génes associés aux cytokines propres a I’inflammation de type Th2 (Barnes
2008b),(Zhu et al. 2010). Ces cytokines sont impliquées dans la commutation de classe
d'immunoglobulines des cellules B vers la synthése d'IgE (IL-4 et IL-13), le recrutement des
mastocytes (IL-4, IL-9 et IL-13) ainsi que la stimulation et la maturation des éosinophiles (IL-
3, IL-5 et GM-CSF) et des basophiles (IL-3) (Barnes 2008a). Les cellules Th2 différenciées
sont recrutées dans le site inflammatoire par la production des chimiokines CCL1, CCL2,
CCL11, CCL22 et CCL17 (Teran 2000). Le facteur de transcription essentiel pour la
différenciation des cellules Thl est T-bet. L'expression de T-bet est contrlée par STATA4,
induit par la liaison de I'lFN-y a son récepteur. Lorsqu'il est phosphorylé, T-bet peut s'associer
a GATA-3 et inhiber la synthése des cytokines de type Th2 (Barnes 2008a). Les voies Thl et
Th2 sont antagonistes.

b. Les lymphocytes Th1l7

En 2000, Infante-Duarte et al, ont montré que les cellules T productrices d'IL-17
constituaient une population distincte des cellules Th1l et des cellules Th2 chez les souris et les
humains (Infante-Duarte et al. 2000). Ces cellules ont été nommées Th1l7 (Harrington et al.
2005). Elles produisent en effet IL-17A et IL-17F mais aussi de 1L-22, IL-21 et IL-26 (Wilson
et al. 2007; Cheung et al. 2008). Elles expriment spécifiquement les facteurs de transcription
RORyt et RORa (Ivanov et al. 2006), (Deo et al. 2008), (Liu et al. 2009b) et non pas T-bet ou
GATA-3, ce qui contribue a la justification de la création d’un groupe lymphocytaire
indépendant des autres. La différenciation Th17 in vitro requiert la présence d’IL-6 et de TGF-
B (Ivanov et al. 2006) et elle est amplifiée par I’IL-23 chez la souris. Par contre chez I’homme,
tous les auteurs ne sont pas d’accord a propos des cytokines impliquées dans la voie Thl7.
Pour certains auteurs, 1’activation de la voie Th17 est induite par I’IL-1f et I’IL-23 (Wilson et
al. 2007); alors que pour d’autres, le TGF-f, I’IL-23, I’IL-6 et I’'IL-1p sont indispensables a la
différenciation des cellules Th17 (Volpe et al. 2008). L’axe IL17/IL23 a été initialement décrit
comme permettant la mise en place d’une défense antibactérienne et antifongique (Happel et al.

2005; Hohl et al. 2006). Par ailleurs, certains motifs bactériens semblent favoriser la
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différenciation Th17 par une activation spécifique des cellules dendritiques (van Beelen et al.
2007).

Des études ont trouvé une association entre les lymphocytes Th17 et I’asthme (Wakashin
et al. 2008),(Choi et al. 2010). L’IL17 est retrouvé dans les expectorations, les lavages
broncho-alvéolaires, le sérum et les biopsies bronchiques de sujets asthmatiques allergiques
(Wong et al. 2001), (Molet et al. 2001), (Hashimoto et al. 2005; Bullens et al. 2006), (Pene et
al. 2008). De plus, le niveau d’expression d'IL-17 est étroitement corrélé au degré de sevérité
de I'nypersensibilité bronchique chez les patients asthmatiques (Barczyk et al. 2003). L’IL-17
potentialise 1’activation des fibroblastes, des cellules épithéliales et des cellules musculaires
lisses. Ainsi, cette cytokine favorise la production d'IL-6, d'IL-8, d'IL-11 et de CXCL1/Groa
par les fibroblastes bronchiques humains (Molet et al. 2001). L’IL-17 induit I’activation et
I’accumulation des neutrophiles dans les tissus par un mécanisme dépendant des chimiokines
CXCL8 ou GRO-a et également le CCL20 (Hirota et al. 2007). Les lymphocytes Th17 peuvent
également stimuler la production des mucines, MUC5AC et MUC5B, par les cellules
épithéliales bronchiques humaines in vitro (Chen et al. 2003b). Chez la souris, les données
expérimentales démontrent un réle plus complexe des réponses Th1l7. Il a été démontré par
'é¢tude des souris déficientes en I’'TL-17R que les cellules Th17 étaient indispensables a la
phase d'induction (sensibilisation) du développement des réponses asthmatiques
expérimentales. Par contre, la neutralisation de 1’IL17 dans la phase effectrice du modele
d’asthme murin conduit & une augmentation de 1’inflammation et son administration inhibe le
recrutement des €osinophiles et protége les animaux contre 1’hyperréactivit¢ bronchique
(Schnyder-Candrian et al. 2006). Ces données conférent a I’IL17 un réle protecteur lors de
I’exposition allergénique. En revanche, une étude récente a montré que la sensibilisation des
souris, avec 1’ovalbumine, par voie aérienne induit une modeste réponse Th2 et une forte
réponse Thl7, favorisant le recrutement des neutrophiles et 'HRB (Wilson et al. 2009). Ces

résultats suggerent que les lymphocytes Th17 participent a la physiopathologie de 1’asthme.

c. Les lymphocytes T réqulateurs (Treq)

C’est une population de lymphocytes suppresseurs spécialisés dans 1’inhibition de
réponses inflammatoires. Il a été suggéré que le déclenchement de I’asthme chez I'homme
pourrait étre lié a un développement insuffisant des lymphocytes T régulateurs ou/et une
inhibition de leur fonction (Provoost et al. 2009), (Mamessier et al. 2005; Robinson 2009).
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Il existe deux classes de lymphocytes T régulateurs: Les T regulateurs naturels et les T
régulateurs adaptatifs. Les lymphocytes T régulateurs naturels, caractérisés par un phénotype
CD4'CD25", sont présents spontanément sans induction. Cette population est d’origine
thymique et représente environ 5% des lymphocytes T circulants (Sakaguchi et al. 2006).
Différents marqueurs ont été proposés pour identifier spécifiguement ces Treg. Parmi ceux-ci,
nous citons le CD25, le GITR, le CTLA-4, CD103 et FoxP3 (Forkhead box3). Ce dernier
marqueur est essentiel a leur développement et leurs fonctions (Fontenot et al. 2003; Hori et al.
2003). Globalement, les mécanismes de suppression de ces populations régulatrices sont plutét
indépendants de la production de cytokine exogene, mais dépendants d’un contact cellulaire.
Les Treg naturels semblent par ailleurs capables d’induire in vitro des Treg adaptatifs a partir
de T helper conventionnels (Jonuleit et al. 2002), (Dieckmann et al. 2002). La seconde grande
catégorie de Lc Treg est constituée de Treg dits adaptatifs. Ces cellules se différencient en
périphérie lors de la maturation de T CD4", dans des conditions particuliéres.
Vraisemblablement, I’apport de TGF-B exogéne, mais aussi celui d’IL-10 par la DC, associés
cette fois-ci a une faible stimulation par des molécules CD80-86/CD28 sont nécessaires a leurs
différenciations. Les Treg naturels peuvent contribuer a cette différenciation par apport d’IL-10
exogene. Il a été montré que la génération de ces cellules peut-étre induite in vivo par
administrations réguliéres de faibles doses d’antigenes (Ostroukhova et al. 2004). Le mode
d’action de ces Treg adaptatifs semble plutdt contact indépendant et 1i¢ a la production de

cytokines suppressives comme 1I’IL-10 et le TGF-.

Il existe plusieurs mécanismes de suppression induit par les Treg selon le contexte et la
fonction cellulaire régulée. Le premier mécanisme implique la production de cytokines
inhibitrices. L’TL-10 et le TGF-$ ont été décrits depuis longtemps comme ayant des propriétes
suppressives. En outre, il a été montré que ces cellules exercent également des fonctions
suppressives via la production d’IL-35 (Collison et al. 2007). La régulation par sécrétion d’IL-
10 semble un mécanisme commun aux Treg naturels et aux Treg adaptatifs antigenes
specifiques (appelés également Trl). L’IL-10 a d’abord été décrite comme une cytokine
specifiqguement Th2 (Fiorentino et al. 1989) car inhibitrice de la sécrétion des cytokines Thi. I
semble toutefois que cette cytokine, effectivement produite dans un contexte Th2, ait un role
immunorégulateur plus général en inhibant les réactions inflammatoires a plusieurs niveaux.
L’IL-10 inhibe la différenciation des cellules dendritiques a partir des monocytes circulants
(Allavena et al. 1997), la production de cytokines par les mastocytes (Arock et al. 1996) ainsi
que la survie et la fonction des éosinophiles (Takanaski et al. 1994). Chez I’homme, 1’IL-10

présente par ailleurs la capacité d’inhiber les réponses de type Thl. Elle bloque en effet la
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production d’IL2, d’IFN-y par les lymphocytes Thl mais aussi d’IL-4 et d’IL-5 a partir de
lymphocytes de type Th2 en interférant avec les voies de signalisation CD28-CD80
dépendantes. L’IL-10 est en effet capable d’agir directement sur la transduction intracellulaire
du signal généré par le CD28 (Akdis et al. 2000) et de diminuer les signaux de costimulation.
Méme s’il est effectivement produit par des lymphocytes de type Th2 et possede un role
inhibiteur pléiotrope, 1’IL-10 est impliqué a de nombreux niveaux dans I’antagonisme des
réponses inflammatoires. Des modeles d’asthmes murins ont permis de montrer que les Treg
induisent une production importante d’IL-10 par les Th2, aboutissant a la neutralisation du
modele physiopathologique (Kearley et al. 2005). Le réle d’IL-10 dans la suppression des
réponses inflammatoires a ét¢é montré au niveau du poumon mais aussi dans d’autres
muqueuses. La suppression spécifique de I’IL-10 induit la colite spontanée, le développement
de I’inflammation et I’hyperréactivité des voies aériennes chez les souris exposées a l'allergéne
inhalé (Grunig et al. 1997), (Rubtsov et al. 2008). De méme Presser et al, ont montré que seule
I’inhibition d’IL-10, et pas celle de TGF-B, inhibe I’effet protecteur des Treg sur I’HRB
(Presser et al. 2008). A I’inverse, le TGF-3 semble avoir un rdle trés important dans 1’induction
et la différenciation de lymphocytes vers un profil régulateur, alors que son implication dans la
suppression spécifique des réponses immunes par les Treg reste quant a elle sujet a débat, en
fonction des modeles (Piccirillo et al. 2002). Toutefois, plusieurs travaux ont évoqué son role
dans la suppression in vitro (Nakamura et al. 2001) mais également in vivo dans un modele
d’asthme (Ostroukhova et al. 2004).

Le second mécanisme de suppression implique 1’activité cytotoxique des Treg. Cette
cytotoxicité serait médiée par la sécrétion de perforine et de granzyme A et B, et toucherait les
cellules T effectrices, les monocytes et les cellules dendritiques. (Grossman et al. 2004),
(Gondek et al. 2005), (Zhao et al. 2006). Enfin, un troisieme axe de régulation par les Treg est
envisagé via Dinteraction avec certaines voies métaboliques des Lc T effecteurs. Il a
récemment été montré que certaines sous populations de Treg expriment deux enzymes
membranaires, le CD39 et le CD73, qui permettent d’hydrolyser ’ATP et de libérer des
quantités trés importantes d’adénosine extracellulaire. Ce produit du catabolisme de I’ATP
active un récepteur spécifique, le récepteur a 1’adénosine 2A, qui permet d’une part d’inhiber
les fonctions effectrices des Lc T (Deaglio et al. 2007), et d’autre part, maintient une anergie et
facilite la génération de Treg adaptatifs en favorisant la production de TGF-B (Zarek et al.

2008) par les cellules cibles.

De nombreuses données suggérent I’implication des Treg, CD4'CD25'FoxP3" dans la

résolution de I’asthme allergique (Leech et al. 2007), (Carson et al. 2008), avec un role
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apparemment prédominant de I’IL10 par rapport au TGF-f. Au niveau pulmonaire, il a été
démontré que les Treg peuvent in vivo inhiber des modéles d’asthme murin. La déplétion de
Treg naturels par un anticorps anti CD25 augmente les infiltrats éosinophiliques,
I’hyperréactivité bronchique et la production d’IgE (Lewkowich et al. 2005). Chez le rat, le
développement in vivo de Treg adaptatifs spécifiques de 1’allergéne des CD25 FoxP3"CTLA",
aprés challenge allergénique, a été démontré (Strickland et al. 2006). Chez les individus
allergiques, il existe une augmentation de la fréquence des cellules T sécrétrices d'IL-4
specifiques de l'allergene et une diminution de la fréquence des Treg secrétant de I'IL-10 en
comparaison d'individus non allergiques (Akdis et al. 2004). De plus, les profils cytokiniques
observés dans une cohorte d'enfants allergiques et non allergiques montrent qu'une
augmentation des taux d'IL-4, IL-5, IL-13 est associée avec l'allergie et que I'lL-10 est associée
avec un test cutané négatif (Heaton et al. 2005). Les Treg CD4"CD25" pourraient aussi
supprimer la réponse allergique vis-a-vis d'allergénes inhalés. Les cellules T CD25" issues de
donneurs non allergiques, mais pas de donneurs allergiques, suppriment la prolifération et la
sécrétion d'IL-5 par leurs propres cellules T CD4°CD25 stimulées par I'allergéne (Ling et al.
2004). En dehors de la saison pollinique, les cellules T CD25%, issues de sujets allergiques ou
non, suppriment puissamment la prolifération cellulaire T et la production de cytokines Th2 en
réponse a l'allergéne. Cependant, lors de la période symptomatique, c'est-a-dire en haute saison
pollinique, des cellules T CD25" issues de donneurs allergiques présentent un défaut d'activité
inhibitrice (Grindebacke et al. 2004), contrairement aux sujets contrdles. Outre la réduction de
leur fonction suppressive, les Treg naturels isolés du sang périphérique de sujets asthmatiques
allergiques sont moins efficaces dans 1’induction de DC tolérogéniques comparativement aux
Treg naturels de sujets contrdles. Ce défaut d’induction, lié¢ a I’expression réduite de 1’IL-10
par les Treg naturels des sujets allergiques asthmatiques, est corrélé a la sévérité de 1’asthme
(Nguyen et al. 2009). Un traitement avec des corticostéroides inhalés restaure les fonctions
suppressives de ces cellules et augmente I’expression de I'IL-10 et I’induction des DC

tolérogéniques (Nguyen et al. 2009).

d. Les lymphocytes Th22

Une nouvelle population de Lc T a été décrite postérieurement aux Thl7, ce sont les
Th22. Ces cellules produisent bien évidemment de I’IL-22 mais aussi de 1’[L-26 mais pas de
I’IL-17. Elles expriment le facteur de transcription AhR et les récepteurs chimiokiniques CCR6
et CCR10 (Duhen et al. 2009), (Trifari et al. 2009). Leur recepteur est exprimé au niveau
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digestif, cutané et pulmonaire, ce qui suggere un réle dans I’'immunité des muqueuses. Elles
ont été décrites dans les maladies cutanées notamment la dermatite atopique (Nograles et al.
2009). Une production dépendante des cellules de Langerhans et une action sur les cellules
épithéliales induisent un remodelage (Eyerich et al. 2009), (Fujita et al. 2009). L’IL-22 est
augmentée dans les sérums et dans les surnageants de CMN (cellules mononucléées) de sujets
allergiques asthmatiques (Zhao et al., 2010), (Wong et al. 2009). Chez la souris, dans un
modele d’asthme expérimental induit & ’OVA, la neutralisation de 1’IL-22 augmente
I’€osinophilie pulmonaire. Dans un second mod¢le, le transfert de DC pulsées a ’OVA a des
souris naives augmente 1’éosinophilie, tandis que les DCs préincubées avec 1’IL-22 abolissent
cette réponse (Schnyder et al., 2010). Ces résultats conferent un role protecteur a cette
cytokine. Plus récemment, Besnard et al, ont montré que I’'IL-22 jouait un réle pro-
inflammatoire au cours de I’induction de 1’asthme allergique puisque les souris déficientes en
IL-22 développent une forme atténuée de la maladie. A I’inverse, dans la phase effectrice, 1’IL-
22 avait un effet protecteur dépendant de I’TL-17A. Ce travail met donc en lumiére une double
fonction de I’'IL-22 dans I’asthme allergique chez la souris (Besnard et al., 2011).

e. Les lymphocytes Th9

L'IL-9 a été largement décrite comme l'une de plusieurs cytokines Th2, mais cela est
maintenant devenu moins clair. Des rapports récents ont décrit un nouveau sous-ensemble de la
population de lymphocytes T auxiliaires séparé de Th2 qui produit IL-9 en grandes quantités et
contribue de maniére unique a des réponses immunitaires (Dardalhon et al. 2008; Veldhoen et
al. 2008). 1l s’agit de la population lymphocytaire Th9. Suite & une activation avec les CPA en
présence du TGF-B et d’IL-4, les lymphocytes T CD4" naives se différencient en cellules Th9
caractérisées par la production élevée d’IL-10 et d’IL-9. Cependant, apres leur activation, les
cellules Th9 n’expriment pas les cytokines IL-4, IL-5, IL-13 (Th2), IL-17a (Th17) ou IFN-y
(Thl) (Dardalhon et al. 2008; Veldhoen et al. 2008; Chang et al. 2010a; Staudt et al. 2010).
Jusqu’a présent, les propriétés régulatrices des cellules Th9 n’ont pas été decrites malgré leur
production d’TIL-10 (Dardalhon et al. 2008). L’L-9 produit par les cellules Th9, peut améliorer
la capacité de prolifération des lignées de cellules T en culture a long terme et de prolonger
leur durée de survie (Schmitt et al. 1989; Van Snick et al. 1989; Dardalhon et al. 2008;
Veldhoen et al. 2008). En outre, les cellules Th9 semblent contribuer a I'expression de CCL17
et CCL22 dans les maladies allergiques (Chang et al. 2010a). En utilisant des analyses FACS

ou la technique de PCR quantitative pour déterminer les cytokines produites par les cellules
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Th9, Dardalhon et al. et Veldhoen et al., ont confirmé que les cellules Th9 sont un sous-
ensemble discret de Th cellulaire distincte de Thl, Th2, Thl7, et les cellules T régulatrices
(Treg) (Dardalhon et al. 2008; Veldhoen et al. 2008). Par conséquent, les cellules Th9
n'expriment pas de facteurs de transcription tels que T-bet (Thl), GATA-3 (Th2), RORy T
(Th17), ou FoxP3 (Treg) a des niveaux comparables a ceux des sous-ensembles de cellules T
respectifs, ce qui indique que les cellules Th9 sont un sous-ensemble autonome des cellules T

helper. Le role d’IL-9 dans la pathologie de 1’asthme sera décrit ultérieurement.

1.5.3. Les lymphocytes B

Les lymphocytes B jouent un r6le fondamental dans les maladies allergiques, y compris
I'asthme allergique. Ils synthétisent des IgE spécifiques aux allergénes sous l'influence des
réponses déregulées a cellules Th2. Chez la souris, les cytokines de type Th2, I'lL-4 ou I'IL-13,
stimulent la commutation isotypique vers I'lgG1 et vers I'IlgE. Chez I'homme, I'IL-4, induit la
commutation vers I'lgE et vers un isotype d'lgG (1gG4) qui interagit d'une maniere peu efficace
avec les récepteurs FceRI et active faiblement le complément. Le contact avec l'allergéne dans
la phase de sensibilisation induit la synthese, par les lymphocytes B, des anticorps IgE
specifiques de l'allergene. Cette phase met de deux a trois semaines pour se développer
pleinement. Les anticorps se fixent rapidement & leurs récepteurs de haute affinité FceRI

présents essentiellement sur les mastocytes et les basophiles (DeFranco, 2009).

Comme la synthese des IgE est dépendante des cytokines libérées par les cellules Th2,
elle est régulée par les facteurs qui influencent le développement et les activités de ces
derniéres. C'est le cas par exemple des cellules Thl, Thl7, des lymphocytes NKT, et des T
régulateurs. Les cellules épithéliales, les cellules dendritiques, les basophiles participent

également a la régulation de la production des IgE par les cellules B.

1.5.4. Les cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2)

Les cellules lymphoides innées (ILCs) représentent une nouvelle famille d’origine
hématopoiétique. Ce sont des cellules effectrices du systeme immunitaire inné, programmées
pour réagir rapidement en réponse aux infections, caractérisées par 1’absence de marqueurs de
lignée, une morphologie lymphoide, une dépendance de la chaine yc commune, et 1I’expression
du récepteur a I’IL-7 CD127. Elles jouent un réle dans la formation des tissus lymphoides et
dans le remodelage post-infectieux ou post-traumatique. Elles jouent aussi un réle dans la
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protection de 1’organisme contre les pathogenes (Spits et al., 2012). Les cellules lymphoides
innées de type 2 (ILC2), sont un membre de la famille des ILCs laquelle est récemment
identifiée chez ’homme et la souris. Elles sont localisées au niveau des tissus adipeux, de la
cavité péritonéale, des ganglions mésentériques, de la rate, de la moelle épiniére, du poumon et
du foie, mais elles sont tres rares dans le sang périphérique (Price et al., 2010), (Monticelli et
al., 2011). Les ILC2 produisent de grandes quantités de cytokines Th2 (IL-13 et IL-5) en
réponse a I’IL-33 et I’[L-25 (Mjosberg et al., 2011), (Neill et al., 2010), (Moro et al., 2010),
(Saenz et al., 2010). Chez I’homme, comme chez la souris, 1’IL-33 semble étre un facteur
activateur de la prolifération des ILC2 in vitro, par contre, son effet in vivo n’est pas encore
complétement défini. Récemment, il a été montré que les ILC2 sont induites dans des modéles
murins d’asthme ou elles constituent, au niveau du poumon, une source majeure d’IL13
conduisant a 1I’éosinophilie et ’'HRB, et ce indépendamment de I’immunité adaptative (Barlow
et al. 2012; Bartemes et al. 2012; Halim et al. 2012). Par conséquent, ces cellules peuvent
constituer une nouvelle cible dans le développement des thérapies des maladies des voies

aériennes telles que I'asthme.

1.5.5. Les cellules épithéliales des voies respiratoires

Si les cellules épithéliales des voies aériennes sont connues pour jouer un réle important
dans lI'immunité innée comme barriére physique, elles sont maintenant reconnues comme des
cellules fondamentales dans le développement des réponses allergiques. Grace a leur aptitude a
produire des cytokines, elles sont activement impliquées dans le développement des
manifestations d'asthme d'une maniére directe (Barrett et al. 2009a). Que ce soit lors de la
phase de sensibilisation ou au cours d’une exposition subséquente, le passage de I’antigene a

travers la barriéere épithéliale est crucial pour 1’établissement d’une réponse inflammatoire.

Dans des circonstances normales, I'épithélium forme une barriére tres stricte presque
imperméable et présente une grande capacité de réparation en cas de blessure alors que dans
I'asthme, I'épithélium bronchique est plus sensible aux dégats, et les processus de réparation
sont également fragilisés (Knight et al. 2003),(Holgate 2008, 2011). La perméabilité de
I'épithelium asthmatique est augmentée, conduisant & un meilleur accés des allergénes inhales,
des polluants, et d'autres irritants pour les cellules basales et les tissus des voies respiratoires
sous-jacentes (Holgate 2011). Cette perte de fonction de barriére peut refléter une anomalie

génétique (Ying et al. 2006).
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Les cellules épithéliales expriment des PRR, des récepteurs capables de reconnaitre
différents types d’agresseurs, et des récepteurs de cytokines produites durant 1’inflammation.
L’activation de ces récepteurs induit une augmentation de I'expression des protéines
immunorégulatrices, comme IL-6, IL-8, TNF-a, GM-CSF, IFN-y, et des chimiokines (Chung
2006), (Davies et al. 1995), (Nakamura et al. 1996) afin de recruter des cellules
inflammatoires. De plus, sous la stimulation des allergénes et/ou des microbes (virus, bactéries,
champignons), ou de particules stimulantes, les cellules épithéliales libérent les cytokines
comme TLSP, IL-33, IL-25, qui déclenchent et amplifient les réponses immunitaires
caractéristiques (Hammad et al. 2008), (Barrett et al. 2009a). Non seulement ces cytokines clés
activent et programment les DCs a induire une réponse Th2 en régulant positivement 1’0OX40
ligand (OX40L), mais interagissent aussi directement avec les mastocytes en stimulant la
production de cytokines Th2 (Galli et al. 2008). Le rdle des cytokines produites par les cellules

épithéliales sera présenté en détail dans la partie réservée aux médiateurs.

1.5.6. Les granulocytes Tissulaires

a. Les Mastocytes (MC)

Les progéniteurs mastocytaires circulent dans le sang et se domicilient dans les tissus.
Sous I’influence de facteurs locaux, et plus particulierement du Stem Cell Factor (SCF) produit
par les cellules stromales, ces progéniteurs se différencient en mastocytes (Prussin et al. 2006).
Ils sont impliqués dans l'asthme par leur capacité a sécréter une large variété de médiateurs
apres activation par des allergénes durant la phase effectrice. En fonction de leur contenu en
protéases et plus particulierement en tryptases et chymases, les mastocytes sont divisés en deux
sous-types majeurs : les MC+ et les MC+c. Les MC+ ne contiennent que de la tryptase, alors
que les MC+c contiennent de la tryptase et de la chymase. Les MC+ prédominent dans les voies

respiratoires normales (Irani et al. 1989).

Lors d’une deuxiéme exposition a 1’allergéne, celui-ci est reconnu par des IgE
spécifiques, liés aux FceRI a la surface des mastocytes. Le complexe IgE/allergéne induit
I’agrégation des récepteurs, activant les mastocytes qui libérent des médiateurs. Ces derniers
sont classés en médiateurs préformés, médiateurs lipidiques nouvellement synthétisés et
cytokines. Les médiateurs préformés sont contenus dans des granules sécrétoires et libérés dans
I’environnement cellulaire quelques minutes aprés 1’activation. Ces granules contiennent
notamment de [1’histamine, des protéases neutres (tryptases, carboxypeptidases A et
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éventuellement les chymases) et des protéoglycanes (héparines et chondroitine sulfate E). Les
principaux mediateurs lipidiques synthétisés aprés activation des mastocytes sont les
prostaglandines (PGs) et les leucotrienes (LTs). Certains métabolites comme PGD2 et LTC4
ont de multiples effets. Ils sont impliqués dans le recrutement des cellules, dans la
bronchoconstriction et dans la sécrétion de mucus (Barnes et al. 1998), (Prussin et al. 2006).
Les mastocytes activés sont une source importante de cytokines qui maintiennent la réaction
inflammatoire et causent la chronicit¢ de 1’asthme. Les mastocytes produisent en grande
majorité du TNF-o. Cette cytokine augmente I’expression des molécules d’adhérence
endothéliales et épithéliales et ’HRB (Klein et al. 1989), (Prussin et al. 2006). Les mastocytes
produisent également d’autres cytokines telles I’'IL-1f, I’'IL-4, I’IL-5, I’IL-6, I’IL-13, ainsi que
des facteurs de croissance (GM-CSF, le SCF) (lkeda et al. 2003), (Marone et al. 2005). Ces
médiateurs sont de puissants agents bronchoconstricteurs et augmentent la perméabilité

microvasculaire (Amin 2012).

Plusieurs études ont décrit I'implication des mastocytes dans la pathogenése de I'asthme.
Les mastocytes sont associées a 1’hyperréactivité bronchique et a une inflammation chronique
(Yu et al. 2006), (Amin et al. 2005), (Taube et al. 2004), (Sawaguchi et al., 2012). Cependant,
les mécanismes précis par lesquels les mastocytes régulent le remodelage des parois
respiratoires restent a déterminer. Les protéases libérées par les mastocytes, par leur interaction
avec les protéines de la matrice et les protéoglycanes, ont été incriminées dans le remodelage
de la paroi des voies respiratoires, (Amin et al. 2000), (Wenzel et al. 2003; Oh 2005),
(Sugimoto et al., 2012). D’autres études préconisent que le développement de la phase tardive
de l'asthme puisse étre dépendante du TNF-a produit par les mastocytes (Kim et al. 2007;
Nakae et al. 2007).

b. Les basophiles

Les basophiles représentent une petite population des leucocytes du sang périphérique
(<1%). Elles sont trés peu présentes dans les tissus. Les basophiles sont morphologiquement et
fonctionnellement trés semblables aux mastocytes résidantes des tissus. Les basophiles
circulants expriment divers récepteurs incluant des récepteurs de cytokines (récepteurs pour
I’IL-2, ’IL-3, I'IL-4, I'IL-5 et I’IL-33), de chimiokines (notamment CCR2, CCR3), du
complément, de facteurs de croissance et des récepteurs aux Fc des Ig (Prussin et al. 2006),
(Schroeder 2009). Les basophiles activés libérent des médiateurs inflammatoires dont les
principaux sont I’histamine, le LTC4, I’IL-4 et I’'IL-13 (Schneider et al., 2010). Il est admis que
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les mediateurs libérés par ces cellules peuvent avoir des consequences importantes voire
dramatiques pour les patients puisque une libération accrue d'histamine pourrait induire un
choc anaphylactique (Falcone et al. 2006). Les basophiles jouent un role critique, pendant la
phase effectrice et dans 1’exacerbation des réponses Th2, grace a leur capacité a produire un
grand nombre de cytokines pro Th2 (IL-4, IL-13, TSLP, IL-25) (Schneider et al., 2010), (Wang
et al. 2006), (Min et al. 2008). En outre, les basophiles ont une expression élevée des
récepteurs de I'lL-33 T1/ST2 et produisent de I'lL-4, de I'lL-6, de I'lL-13 et de I'histamine en
réponse a cette cytokine (Schneider et al. 2009), (Kondo et al. 2008). Des etudes récentes ont
démontré que les basophiles peuvent, en I’absence de DC, présenter les antigénes aux cellules
T CD4 naives in vitro et in vivo. Ces cellules jouent le r6le de cellules présentatrices de
I’antigéne pendant I’initiation de la réponse Th2 contre un allergéne a activité protéasique, un
parasite (helminthe) ou un antigéne (Sokol et al. 2009), (Perrigoue et al. 2009; Wynn 2009;
Yoshimoto et al. 2009). Par contre Hammad et al, ont montré que les basophiles ne sont pas
capables de capturer I’antigéne inhalé (HDM) ni de le présenter au LcT. De ce fait, elles ne
sont pas nécessaires pour la phase aigué de l'inflammation allergique au niveau du poumon
induite par HDM. Dans ce modele d’asthme, seules les DCs sont nécessaires et suffisantes
pour I’initiation de la réponse Th2, tandis que les basophiles participeraient a I’amplification de
la réponse Th2 (Hammad et al., 2010). Il reste a déterminer si les basophiles sont impliqués

dans I'inflammation allergique chronique du poumon.

c. Les éosinophiles

L'inflammation qui se produit dans l'asthme est souvent décrite comme éosinophilique.
Les éosinophiles sont présents non seulement dans la paroi des voies respiratoires, mais aussi
dans les expectorations et le liquide de lavage bronchoalvéolaire dans I'asthme mal contrdlé
(Holgate et al. 2008). Comme nous 1’avons décrit dans le chapitre précédent, ces cellules sont
recrutées a partir de la moelle osseuse en tant que précurseurs sous les effets de facteurs
incluant PGD2, leucotrienes (LT), cytokines et chimiokines (IL-3, IL-5, GM-CSF, éotaxine 1,
2 et 3, RANTES) (Sehmi et al. 2003a; Holgate et al. 2008). Plusieurs cytokines régulent
I’¢osinophilie. Dans une premiere étape, la stimulation de la production et la mobilisation des
¢osinophiles de la moelle osseuse est principalement controlée par 1’IL-5, des chimiokines
telles que RANTES/CCLS5 et ’éotaxine, tandis que 1'1L-4 et I'lL-13 interviendraient pour
favoriser la transmigration des éosinophiles a partir du réseau vasculaire vers les

compartiments tissulaires en augmentant I'expression des molécules d'adhésion de
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I'endothélium (Woltmann et al. 2000). Le leucotriéne B4, les leucotrienes cystéinyl (LTC4,
LTD4 et LTE4) et la prostaglandine (PG) D2 interviennent également dans I'accumulation et la
migration des éosinophiles (Fujishima et al. 2005). Une fois présents dans les tissus, les
éosinophiles contribuent a la manifestation des symptémes par le relargage de leurs granules
contenant différents médiateurs proinflammatoires comme la MBP (Rosenberg 1998), I’ECP
(Egesten et al. 1994), ’EDN (Broide et al. 1992) et I’EPO. Ces molécules jouent un réle dans
les changements au niveau de la surface de I'épithélium. La MBP provoque une dégranulation
des mastocytes et la libération d'histamine et de leucotrienes qui, a leur tour, vont causer une
bronchoconstriction (Rothenberg 1998). Les éosinophiles liberent des superoxydes qui
potentiellement induisent des Iésions tissulaires et également des cytokines et des chimiokines
(Maddox et al. 2002). 11 a été récemment démontré que I’EDN des éosinophiles modulait les
DCs pour amplifier la réponse Th2 en stimulant le TLR2 (Yang et al. 2008). Par la capacité a
générer des TGF-B et induire la prolifération des fibroblastes, la synthése du collagéne, et la
maturation des myofibroblastes, ils contribuent également au remodelage tissulaire bronchique
(Williams et al. 2000). Les éosinophiles ont également la capacité de générer des médiateurs
eicosanoides tels que la prostacycline (PGI2) et les leucotriénes. En outre, les éosinophiles
synthétisent et liberent de cytokines telles que I’IL-3, I’IL-5, le GM-CSF et des chimiokines
(RANTES, IL-8, MIP-1a) qui jouent un role dans la phase retardée. Le role effecteur des
éosinophiles a été montré dans différents modeles expérimentaux d'asthme (Humbles et al.
2004; Lee et al. 2004). Des études utilisant des souris déficientes en éosinophiles ont montré
une corrélation entre 1’absence d’éosinophiles et la réduction de la réponse Th2 au niveau du
poumon (Jacobsen et al.; Jacobsen et al. 2008; Walsh et al. 2008; Jacobsen et al. 2011).
Jacobsen et al, ont associé ces observations a 1’absence de 1’accumulation des DCs au niveau
des ganglions des souris déficientes traitées a ’OVA. Ce qui suggere que les €osinophiles
circulants sont nécessaires pour la migration des DCs pulmonaires vers les ganglions (Jacobsen

et al., 2011). Ces cellules seront détaillées dans le deuxiéme chapitre de la these.

d. Les neutrophiles

Chez I’homme, les neutrophiles semblent impliqués dans la réaction allergique, et plus
particulierement dans 1’asthme sévere. En effet, le nombre de neutrophiles est augmenté dans
les LBA et les biopsies bronchiques des patients asthmatiques (Lamblin et al. 1998; Wenzel et
al. 1999). Les neutrophiles activés pourraient produire des médiateurs moléculaires impliqués

dans la réaction pulmonaire allergique tels les lipides (LTA4, LTB4, PAF...), les cytokines
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(IL-1B, IL-6, TNF-a, TGF-B, CXCLS), les protéases (¢élastase, collagénase...) et les dérivés
oxygénés. L’ensemble de ces produits participerait a I’amplification de la réaction locale et
pourrait causer le rétrécissement des voies aériennes et la sécrétion de mucus (Gibson et al.
2001). Récemment, Jonsson et al, ont démontré que ’activation des neutrophiles par les IgG,
est une condition a la fois nécessaire et suffisante pour induire une anaphylaxie.
L’administration de neutrophiles provenant de souris normales, ou méme de neutrophiles
humains, restaure en effet I’anaphylaxie, chez des souris résistantes au choc, et la destruction
des neutrophiles prévient la réaction anaphylactique et la mort associée au choc. Ils ont
également montré que le principal médiateur responsable du choc anaphylactique est le PAF
(Jonsson et al., 2011). Ces résultats révélent un role des neutrophiles dans I'anaphylaxie chez la

souris.

1.6. Les principaux médiateurs de la réaction allergique

De nombreux médiateurs sont impliqués dans la physiopathologie de 1’asthme. Ils sont
sécrétés généralement par différentes populations cellulaires. Inversement chaque population
cellulaire sécrete plusieurs médiateurs. Ces molécules ont des effets multiples et souvent
redondants sur les voies aériennes et sur les cellules présentes localement pour induire des
modifications pathologiques caractéristiques de la maladie: oedéme, hypersécrétion de mucus,
recrutement des cellules immunitaires, lésions tissulaires, hyperréactivité bronchique. La
multiplicité des acteurs rend tres difficile I'établissement du r6le de chacun de ces médiateurs

dans la physiopathologie de I’asthme.

a. LesIgE

Les IgE sont un isotype d’immunoglobulines (Ig). D’un point de vue structural,
similairement aux différentes classes d’Ig, les IgE sont composées de deux chaines lourdes et
de deux chaines légeres. Les chaines lourdes contiennent quatre domaines constants (Cel-Ce4)
et un domaine variable alors que celles l1égéres en ont un seul constant et un variable. Elles sont
produites par les lymphocytes B activés, présents dans les tissus lymphoides associés aux
muqueuses, lors de la commutation isotypique. Cette derniére consiste en un changement de
classe des domaines constants des chaines lourdes sans affecter le domaine variable et donc la

specificité vis-a-vis de ’antigéne (Gould et al. 2008).
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L’IgE est reconnue par les récepteurs FceRI (récepteur de haute affinité) et FceRII
(CD23) (récepteur de faible affinité). Le récepteur FceRI se compose de trois sous-unités (o, 8
et y): la sous-unité o est responsable de la liaison avec les IgE, la sous-unité f augmente la
stabilité du récepteur et potentialise la signalisation intracellulaire et finalement la sous-unité v,
qui est commune aux autres récepteurs Fc, est responsable de la transduction du signal
intracellulaire. Il existe deux formes de récepteurs FceRI : la forme tétramérique (afy2) et la
forme trimérique (ay2). La forme tétramérique est la forme classique de ce récepteur et se
retrouve a la surface des basophiles et des mastocytes. La forme trimérique est présente en
particulier chez les monocytes, les éosinophiles, les cellules de Langerhans et les cellules
dendritiques (Bieber et al. 1992), (Gould et al. 2008), (Gounni et al. 1994). La liaison de I’IgE
au récepteur FceRI est une condition nécessaire au déclenchement de la phase
d’hypersensibilit¢ immédiate dont sont responsables les mastocytes et basophiles. L’expression
du récepteur FceRI est modulable, elle est augmentée par la présence d’IgE qui stabilise le
récepteur a la surface. Elle ’est aussi par I’IL-4 qui promeut sa synthése. Les mastocytes et
basophiles ont une densité de récepteurs accrue quand la production d’IgE est augmentée. En
sécrétant de I’IgE, le lymphocyte B déclenche de nouveaux types de mécanismes de
présentation antigénique. En effet, la liaison de I'IgE au récepteur FceRI porté par la cellule
dendritique augmente leur potentiel de capture antigénique et leur production en cytokines et
chimiokines qui favorisent la réponse Th2 (Reich et al. 2001), (Galli et al. 2008), (Kraft et al.
2007). Par ailleurs, Il a été mis en évidence que le FceRI induit ’expression de 1’enzyme IDO
(von Bubnoff et al. 2002), dont les propriétés immunorégulatrices ont déja été évoquées. Il
semble que le FceRI joue, a la surface des DCs, un role complexe mélant a la fois des voies pro

et anti-inflammatoires.

Contrairement aux autres récepteurs des immunoglobulines, Le FceRIl (CD23)
n’appartient pas génétiquement a la superfamille des immunoglobulines mais a celle de la
superfamille des lectines. Il est exprimé sous deux isoformes: le CD23a et le CD23b. Le
CD23a est exprimé par les cellules B activées par I’antigéne avant leur différenciation en
plasmocytes, alors que I’expression de CD23b est induite par 1’IL-4 sur une variété de cellules
incluant les macrophages, les monocytes, les éosinophiles, les cellules de Langerhans, les
lymphocytes T, les cellules B et les cellules épithéliales. Le CD23 peut faciliter la présentation
antigénique indépendante au CMH, de manicre analogue au FceRI a la surface des DCs. De
plus, un mécanisme de présentation antigénique facilitée « facilitated antigen presentation » a

été mis en évidence au niveau des lymphocytes B activés, lesquels expriment CD23 (Carlsson
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et al. 2007). Ce processus est base sur la capture des complexes IgE-antigéne par CD23, ce qui

conduit a la présentation de 1’antigéne aux lymphocytes Th2.

b. Les cytokines

L’IL-4 est impliquée dans la polarisation de la réponse humorale. Elle permet avec I’'IL-
13 I’activation de la commutation de classe, et stimule donc la synthese des IgG1 et IgE, alors
qu’elle inhibe la synthese des 1gG2a, 1gG2b, IgG3 et IgM. Cette interleukine permet
d’augmenter I’expression du CMH de classe II par les Lc B, ce qui favorise la présentation
antigénique en présence de faibles doses antigéniques. L’IL-4 agit également comme un signal
activateur proinflammatoire sur les granulocytes, et active par exemple les mastocytes cutanés,
favorisant leur sécrétion d’IL-5 (Babina et al. 2004). Certains travaux suggerent enfin que 1’IL-
4 a une action profibrotique, car elle active la production de collagene sur des fibroblastes
hépatiques (Aoudjehane et al. 2008) et dans certaines formes de fibroses pulmonaires (Wallace
et al. 1999). Le récepteur de I'IL-4 active par phosphorylation les protéines adaptatrices
STAT6 (Andrews et al. 2002), ce qui induit I’expression du facteur de transcription GATA-3
au sein des Lc T. Ce facteur a un role essentiel dans la polarisation des T CD4" vers un profil
Th2 en controlant les génes de certaines cytokines (Nawijn et al. 2001). Chez 1’homme,
GATA-3 permet ainsi de réprimer la transcription du géne de I’IFN-y, alors qu’il active au
contraire celui de I’'IL-4 (Kaminuma et al. 2004). L’expression de GATA-3 n’est toutefois pas
limitée aux T CD4", on la retrouve également dans les cellules NKT (Kim et al. 2006), les NK
(Vosshenrich et al. 2006) et certains épithélia (Kouros-Mehr et al. 2006). Des polymorphismes
génétiques affectant le promoteur du géne de 1I’'IL-4 et de son récepteur ont été décrits depuis
de nombreuses années. Dans certains cas, ce polymorphisme amplifie la transduction du signal
en aval du récepteur, avec une augmentation en intensité et en durée de la stimulation produite
par I’'IL-4. Une telle particularité génétique favorise donc clairement les réponses Th2 et

prédispose aux allergies (individus atopiques).

L’IL-13, mis a part son role essentiel dans la commutation de classe des
immunoglobulines, agit sur les macrophages tissulaires en inhibant la production de cytokines
pro-inflammatoires de type 1L-12, IL-8 et IL-6, mais inhibe également 1’IL-10. Ce mécanisme
permet de bloquer le développement d’une réponse de type Thl antagoniste et amplifie la
réponse Th2. IL-13 agit également au site inflammatoire sur les cellules tissulaires, par
exemple sur 1’épithélium bronchique, en favorisant la sécrétion de mucus par les cellules
caliciformes et en potentialisant I’hyperréactivité bronchique par une action sur les cellules
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musculaires lisses péribronchiques (Eum et al. 2005). Chez la souris, des etudes ont établi que

la présence d’TL-13 est nécessaire et suffisante pour induire I’HRB (Walter et al. 2001).

L’TIL-3 est un facteur de croissance impliqué dans le développement de nombreux
précurseurs hématopoiétiques. Toutefois, il provoque spécifiquement la prolifération des

mastocytes et favorise leur synthése d’histamine.

L’IL-5 permet de stimuler 1’¢osinophilopoi¢se et générer un stock d’€osinophiles qui
seront ensuite recrutés au site inflammatoire. Cette interleukine est également un facteur de
croissance mastocytaire qui favorise chez la souris la prolifération des lymphocytes B pré-
activés. Les souris IL-5 KO (Saito et al. 2002) ont montré le réle critique de la génération des
éosinophiles par cette cytokine et son impact sur le développement de modeles pathologiques
allergiques. L’IL-5 semble également impliquée dans 1’accumulation des éosinophiles vers le
site inflammatoire aprés stimulation allergénique (Matsumoto et al. 2003). Elle facilite ce
recrutement en modulant 1’expression de protéines d’adhésion et de récepteurs chimiokiniques

a la surface des éosinophiles (Kudlacz et al. 2002).

L°TL-9 est induite par des pneumallergénes sur les cellules mononucléées (Sun et al.
2007) et les éosinophiles (Fujisawa et al. 2008) de patients allergiques, ce qui explique les taux
élevés de cette cytokine dans les LBA apres challenge allergénique (Erpenbeck et al. 2003).
Des souris transgéniques surexprimant 1’'TL-9 développent également une fibrose pulmonaire
sous-épithéliale caractéristique du remodelage asthmatique, aboutissant a [’altération de la
fonction respiratoire (van den Brule et al. 2007), et ce indépendamment d’un recrutement
éosinophilique. Par ailleurs, I’utilisation de modé¢les d’asthme expérimental chez la souris
montre que I’'TL-9 favorise la prolifération des précurseurs éosinophiliques au niveau de la
moelle osseuse, méme si la neutralisation de cette interleukine a 1’aide d’un anticorps n’inhibe
pas le développement de 1’inflammation éosinophilique (Sitkauskiene et al. 2005). Récemment,
deux équipes ont mis en évidence que l'association du TGF-B a I'L-4 induit la différenciation
d'une population effectrice distincte caractérisée par une production importante d'lL-9 et par
conséquent nommée Th9 (Dardalhon et al. 2008), (Veldhoen et al. 2008). Ces cellules sont

impliquées dans différents processus immunitaires, en particulier I’asthme.

TSLP (Thymic stromal lymphopoietine) est une cytokine caractérisée récemment avec
une forte capacité de modulation des réponses immunitaires. Elle est exprimée dans divers
types cellulaires incluant les cellules épithéliales bronchiques, les fibroblastes pulmonaires et
les cellules musculaires lisses bronchiques. Les DCs et les mastocytes produisent également le
TSLP sous certaines conditions inflammatoires (Kashyap et al.; Moon et al.; Kashyap et al.
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2011; Moon et al. 2011). Chez I’homme, des niveaux élevés de TSLP ont été trouvés dans les
cellules épithéliales des voies aériennes des patients asthmatiques (Ying et al. 2005; Ying et al.
2008), (Hammad et al. 2008). De plus, I’expression de cette cytokine au niveau des voies
aériennes est corrélée avec 1’expression des cytokines Th2 et la sévérité de I’asthme (Zhou et
al. 2005). Bien que le réle de TSLP dans I'asthme ne soit pas entierement défini, il a été montré
que TSLP active et programme les DCs a induire une réponse Th2. En effet, les cellules
dendritiques activees par la TSLP maturent et sécretent des chimiokines telles que TARCet
MDC qui attirent les lymphocytes Th2 ainsi que I’cotaxine-2 qui attire a son tour les
éosinophiles (Wong et al.; Liu 2007; Wong et al. 2010). Il a été démontré que TSLP pouvait
induire la différenciation Th2 a partir des T CD4" naifs directement, en I'absence des DCs
conduisant a la production d'IL-4 (Omori et al. 2007). En plus de ses effets sur les DCs et sur
les cellules T CD4" naives, la TSLP pourrait également activer les mastocytes pour produire
des cytokines effectrices des réponses Th2 (Liu 2006), (Holgate et al. 2008),(Kaur et al. 2012).
De plus, des souris déficientes pour le récepteur de TSLP ont un asthme allergique atténué. A
I’inverse, I’expression d’un transgene exprimant TSLP dans les poumons induit un asthme
allergique, avec une inflammation des voies aériennes, une hyperréactivité bronchique,
caractérisé par la présence de cytokines de type Th2 et des IgE (Al-Shami et al. 2005; Zhou et
al. 2005). Zhang et al, ont démontré que le blocage de TSLP, a 1’aide d’un récepteur soluble
TSLPR, réduit I’expression des molécules de costimulation au niveau des DCs activées par le
TSLP in vitro et l'administration par voie intratrachéale de ce récepteur TSLPR avant la
sensibilisation, réduit 1’éosinophilie, les IgE et la production de cytokines Th2 in vivo (Zhang
et al. 2011). Plus récemment, la TSLP a été impliquée dans la rupture de la tolérance
allergénique. 1l semble que de faibles doses de TSLP soient capables d'empécher I'induction

des Treg (Lei et al. 2011) sans favoriser en paralléle la réponse Th2.

GM-CSF est une autre cytokine importante qui est produite par les cellules épithéliales
des voies respiratoires suite a I'exposition aux allergénes protéolytiques ou d'autres
sensibilisants connus pour leur capacité d'induire des réponses Th2 (Bleck et al. 2006). GM-
CSF stimule la prolifération et la différenciation des précurseurs des neutrophiles, des
éosinophiles et des monocytes. Il active également fonctionnellement des formes matures
correspondantes, et peut induire la libération de métabolites de I'acide arachidonique et la
production accrue de produits intermédiaires réactifs de I'oxygéne (ROI) (Holgate et al. 2008).
L'importance de GM-CSF dans les réponses Th2 a été décrite chez la souris. Stampfli et al, ont
montré que la surexpression de GM-CSF, au niveau des poumons, inhibe la tolérance a

I’antigéne inhalé et oriente la réponse T vers un profile Th2 (Stampfli et al. 1998). D’autres
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auteurs, ont montré que la neutralisation de GM-CSF réduit la réponse Th2 dans un modele
d'asthme induit par HDM (Yamashita et al. 2002; Cates et al. 2004).

L’TL-25 (IL-17E) est produite par des cellules épithéliales ainsi que d'autres cellules
innées, comme les éosinophiles, les basophiles et les lymphocytes Th2 (Fort et al. 2001;
Angkasekwinai et al. 2007). L’expression d'IL-25 et de son récepteur 1L-25R sont augmentées
dans les biopsies des patients asthmatiques (Corrigan et al. 2011a; Corrigan et al. 2011b). Chez
la souris, la surexpression d'IL-25 dans les cellules épithéliales de poumon induit une réaction
inflammatoire allergique (Angkasekwinai et al. 2007), alors que, la neutralisation de I'IL-25
réduit l'inflammation des voies aériennes et le remodelage bronchique (Siegle et al.;
Angkasekwinai et al. 2007; Siegle et al. 2011).

L’IL-33 est un membre de la famille d’IL-1. Elle est synthétisée par les cellules
épithéliales, par les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les adipocytes.
(Moussion et al. 2008; Wood et al. 2009). Son récepteur (ST2) est exprimé principalement sur
les mastocytes matures, les basophiles, les cellules Th2, les cellules NK, les NKT et sur les
cellules lymphoides innées de type 2 chez la souris et chez I'nomme (Smithgall et al. 2008),
(Kondo et al. 2008), (Lambrecht et al. 2000), (Yasuda et al.). L’IL33 augmente 1’expression
des marqueurs de maturation, tels que CD40, CD80 et OX40L au niveau des DCs qui
deviennent tres efficaces a induire les réponses Th2 (Sapoznikov et al. 2007), (Soumelis et al.
2006). Chez la souris, I'administration d'IL-33 induit une AHR, une hyperplasie des cellules
caliciformes et la production de cytokines Th2 dans les poumons (Kondo et al. 2008). A
I’inverse, I’administration d’un anticorps neutralisant anti-IL-33 avant la sensibilisation et
avant chaque provocation a ’OVA diminue fortement I’inflammation pulmonaire allergique
(Liu et al. 2009a). Chez I’homme, 1’expression d’IL-33 est augmentée au niveau des cellules
épithéliales des patients asthmatiques comparativement aux sujets sains. Cette expression est
de plus en plus importante dans les asthmes sévéres (Prefontaine et al.). Des polymorphismes
génétiques affectant IL-33 et ST2 sont associés a 1’asthme (Smith).

Cc. L’histamine

L’histamine est sécrétée essentiellement par les basophiles et les mastocytes. Elle agit sur
différents types de cellules par I'intermédiaire de quatre récepteurs distincts (HR) (Jutel et al.
2005). Selon le niveau d’expression des récepteurs et le type cellulaire, 1’histamine peut avoir

des effets pro ou anti-inflammatoires. Bryce, et al, ont démontré 1’implication du récepteur H1
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dans la régulation de la réponse allergique au niveau du poumon. En effet, les souris
déficientes en H1R ne développent pas de I’asthme et présentent particulieérement, un défaut de
migration des cellules T vers le poumon (Bryce et al. 2006). En outre, le récepteur H4 semble
également jouer un role important dans les maladies allergiques (Dunford et al. 2006),

(Cowden et al.).

L’histamine a une propriété bronchoconstrictrice puissante par son action directe sur les
récepteurs H1 exprimés sur les cellules musculaires lisses. Elle entraine aussi une extravasation
vasculaire également dépendante des récepteurs H1, et par conséquent, un oedeme mugqueux
qui participe a I’obstruction bronchique. Elle induit également la contraction des muscles lisses

et la sécrétion de mucus (White 1990), (Cowden et al.).

d. Les médiateurs lipidigues

Les mediateurs lipidiques sont des composés formés a partir des phospholipides
membranaires. Ceux issus du métabolisme de I'acide arachidonique, un des acides gras
retrouvé abondamment dans les phospholipides, sont nhommés éicosanoides. Les principaux
éicosanoides géeneérés sont le leucotriene (LT)B4, la prostaglandine (PG)E2 et le thromboxane
(TX)A2 (Goldstein et al. 1978; Ford-Hutchinson et al. 1980). Ils sont synthétisés par de
nombreux types cellulaires. Ces médiateurs jouent un réle important dans la pathophysiologie
de nombreuses pathologies dont on cite I'asthme sévere. Les principales fonctions biologiques
de ces médiateurs ont été déja décrites avec les cellules qui les produisent.

e. Les chimiokines

i.  Géneralité

Les chimiokines sont des cytokines de faible poids moléculaire (entre 8 et 14 kDa). Elles
sont impliquées dans le trafic cellulaire, d’ou leur nom (CHEMOtactic cytoKINES), et
I’activation cellulaire, aussi bien en condition physiologique que pathologique (inflammation,
organogenése, angiogenese, diffusion métastasique, polarisation de la réponse immune...). Les
chimiokines agissent via leurs récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a la
protéine G (GPCR). Elles sont produites et majoritairement secrétées (exceptées CX3CL1 et
CXCL16), sous forme de pro-peptides, de fagon constitutive, mais aussi par diverses voies

d’induction. Ainsi, ces molécules prennent part non seulement aux mécanismes
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homéostatiques mais aussi aux réponses inflammatoires. Actuellement, les chimiokines
comportent prés de 50 membres chez les mammiféres. Elles sont contr6lées par de subtils
systemes de régulation malgré la complexité due a la pléiotropie et a la redondance
généralement circonscrite a la méme famille. En effet une chimiokine peut activer plusieurs
récepteurs et un recepteur peut lier différentes chimiokines et pour en ajouter a cette

complexité un type cellulaire peut exprimer plusieurs récepteurs a la fois (Figure 9).

Structure et classification

En dépit d’une faible homologie de séquence, les chimiokines présentent une structure
tridimensionnelle hautement conservée, assurée par le pontage entre une ou deux paires de
résidus de cystéine localisés dans la région N-terminal (Figure 10). Sur cette base, est née, en
I’an 2000, la nouvelle classification des chimiokines (Zlotnik et al. 2000). Les 50 membres de
cette famille, ont été classés en quatre groupes. Ainsi, on trouve les CXC (a), les CC (B), les C

(v) et les CX3C (8) chimiokines (Figure 10).

Les CXC chimiokines ou CXC ligands (CXCL)

Ce groupe comporte 16 membres répartis dans deux sous-groupes selon la présence ou
non d’un motif ELR (Glutamine-Leucine-Arginine) adjacent aux CXC définitoires. La majorité
des genes CXCL se retrouvent dans un cluster sur le chromosome 4, a I’exception de CXCL12,
CXCL14 et CXCL16 codeées par le chromosome 10.

Les CXC chimiokines ELR+

Les chimiokines contenant le motif ELR sont au nombre de 8 : CXCL1, CXCL2,
CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8 et CXCL15. Ces chimiokines attirent
préférentiellement les polynucléaires neutrophiles. Elles sont produites par différentes cellules
en réponse a des stimuli cytokiniques pro-inflammatoires (I’IL-1 et le TNF-a). Le role de ces
chimiokines est de promouvoir 1’adhésion des neutrophiles aux cellules épithéliales et la
migration a travers I’endothélium. Ces chimiokines ont aussi un role angiogénique puisqu’elles

sont chimioattractantes pour les cellules endothéliales (Strieter et al. 1995).
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Old name New name Receptor Main target
IL-8 CXCL8 o Neutrophils
GCP2 CXCL6 CXCR1 ——— ¢

NAP2 CXCL7

ENA-78 CXCL5 ——> CXCR2 b

GROo CXCL1

GROB CXCL2

GROY CXCL3 Bcells

PF4 CXCL4

P10 CXCL10 CXCR3B

MIG CXCL9 %CXCRM |

ITAC CXCL11 ’“mla‘}é“-‘D o
SDF10/p CXCL12 CXCR4 myeloid DCs
BCA1 CXCL13 CXCRS Mature

CXCL16 CXCR6 ——p myeloid DCs

BRAK CXCL14 Unknown . — Plasmacytoid
Mggl €CL2 DCs

MCP4 CCL13 Monocytes
MCP3 ccLr CCR2 4
MCP2 CCL8

MIP1B cCL4

MIP10S CCL3 CCR5

MIP1oP CCL3L1

RANTES CCL5 Eosinophils
MPIF-1 CCL23

HCC-1 CCL14 CCR1

HCC-2 CCL15

HCC-4 CCL16 L < Basophils
Eotaxin CCL11 CCR3

Eotaxin-2 CCL24

Eotaxin-3 CCL26 ——
TARC CCL17 < aive T cells
MDC CCL22 —CCR4 - Memory T cells
MIP3o. CCL20 CCR6 — & 1 L,l ceﬂs
ELC CCL19 w2 cells
SLC Celoy, —— OOk ¢ T cells
1-309 cCL1 CCRS ) ¢ e

TECK CCL25 CCRO —4

CTACK CCL27

MEC . —ccn —4 @———NK cells
PARC CCL18 Unknown

Lymphotactin  XCL1

SCA1p XCL2 ——— XCR1

Fractalkine CX;CL1 CX,;CR1
Figure 9 : Chimiokines et récepteurs associes. Le diagramme représente la redondance

fonctionnelle des chimiokines, ainsi que leur expression a la surface des leucocytes (Mantovani
et al. 2006).
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Les quatre sous familles de chimiokines classées selon leur structure (Townson et
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Les CXC chimiokines ELR-
Ce sous-groupe est composé de CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12,
CXCL13, CXCL14 et CXCL16. Ces chimiokines attirent préférentiellement les Lymphocytes

et les monocytes avec une faible action sur les neutrophiles (Cole et al. 1998), (Sleeman et al.
2000) et contrairement aux ELR+, elles ont des propriétés anti-angiogéniques (Gengrinovitch
et al. 1995).

Les CC chimiokines ou CCL

Ce groupe comporte 28 membres. Le locus de la plupart de ces chimiokines se situe sur
le chromosome 17, a I’exception de CCL19 qui se trouve sur le chromosome 9 et des CCL24 et
CCL26 qui sont sur le chromosome 7. Les premiéres cibles de ces chimiokines sont les cellules
mononuclées. Ces chimiokines sont impliquées a la fois dans les processus d’homéostasie et
d’inflammation. Les CC chimiokines pro-inflammatoires, impliquées dans 1’allergie, sont
généralement inductibles, et celles engagées dans 1’homéostasie sont exprimées
constitutivement. Un grand nombre de ces CC chimiokines est impliqué dans I’allergie
notamment les CCL1, CCL2, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CCL17, CCL22, CCL24 et
CCL26 (Luster et al. 1997; Inngjerdingen et al. 2000), (Forssmann et al. 1997). Trois de ces
chimiokines (CL19, CCL20 et CCL21) sont impliquées dans I’homéostasie et le Homing des
cellules immunes. Ces trois chimiokines dirigent les lymphocytes T et les cellules dendritiques
vers les sites spécifiques au travers le tissu lymphoide (von Andrian et al. 2003). Les CC
chimiokines impliquées dans le développement sont CCL17 et CCL25 (Imai et al. 1996),
(Vicari et al. 1997).

Les C chimiokines ou XCL

Cette famille comprend 2 membres, XCL1 et XCL2. XCL1 est capable d’induire la
chimiotaxie de Lymphocytes CD4" et CD8", ainsi que des cellules NK (Zavala-Flores et al.
2009). Elle ne présente pas de propriétés chimiotactiques vis-a-vis des monocytes ou des
neutrophiles (Kelner et al. 1994). Outre sa fonction chimiotactique sur ces populations, XCL1
peut induire un effet suppressif et cytotoxique contre des tumeurs ou des cellules T effectrices
(Huang et al. 2004). XCL1 et son récepteur XCR1 sont faiblement exprimés dans les Lc Treg
de patients asthmatiques allergiques. Cette sous expression est corrélée avec une diminution de
fonction régulatrice des Treg, leur fonction régulatrice pouvant rétablie par I’administration de
XCL1 (Nguyen et al. 2008).
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Les CX3C chimiokines ou CX3CL

Le seul membre de cette famille est CX3CL1. On connait néanmoins deux formes
distinctes de cette chimiokine : une forme membranaire et une forme soluble. La forme soluble
a une activité chimiotactique vis-a-vis des Lc T et des monocytes. La forme membranaire,
exprimée sur les cellules endothéliales activées et les cellules épithéliales bronchiques, favorise
I’adhésion ferme de ces leucocytes (Bazan et al. 1997). Plusieurs études ont montré
I’implication de cette chimiokine dans 1’asthme. Chez les patients allergiques, CX3CL1 est
fortement présente dans le sang et le LBA. De plus, une forte expression membranaire de cette
chimiokine est observée au niveau des cellules endothéliales et épithéliales bronchiques
(Rimaniol et al. 2003), ce qui pourrait contribuer au recrutement rapide des lymphocytes T vers
les voies aériennes. Chez la souris, 1’absence de son récepteur CX3CR1 ou son blocage, réduit
les paramétres de la réaction allergique pulmonaire. Le transfert de cellule CD4" de souris
sauvages dans les souris déficientes en CX3CR1 restaure les paramétres de l'asthme, et
I’administration d’un anti-CX3CR1 bloguant empéche l'inflammation chez les souris CX3CR1
déficientes reconstituees avec des cellules Th2 de souris sauvages (Mionnet et al.).

ii. Lachimiokine d’intérét CCI18 :

Découverte entre 1997 et 1998 par plusieurs équipes, CCL18 est connue sous différents
noms dont les principaux sont PARC (Pulmonary and Activation-Regulated Chemokine)
(Hieshima et al. 1997), DC-CK1 (Dendritic Cell ChemoKine 1) (Adema et al. 1997), AMAC-1
(Alternative Macrophage Activation-associated CC chemokine-1) (Kodelja et al. 1998a) et
MIP-4 (Macrophage Inflammatory Protein-4) (Guan et al. 1999), (Wells et al. 1997). Cette
chimiokine est issue d’une duplication de deux genes de CCL3 avec une délétion et une
utilisation sélective de certains exons (Tasaki et al. 1999). Cette duplication étant apparue apres
la diversification des rongeurs et des primates, CCL18 n’est pas exprimée chez la souris. La
protéine mature est composée de 69 acides aminés, mais des formes tronquées de cette protéine
existent aussi chez 1I’homme (Struyf et al. 2003), (Schutyser et al. 2001). CCL18 est
constitutivement et fortement exprimée au niveau du poumon. Elle est exprimée plus
faiblement au niveau des ganglions et du thymus et de fagon marginale au niveau de 1’intestin

gréle et de la moelle osseuse.

Les sources cellulaires sont essentiellement les cellules dendritiques, les monocytes et les
macrophages. Les DCs immatures expriment CCL18 de fagon constitutive aussi bien au niveau
ARNmM que protéique (Adema et al. 1997), (Vulcano et al. 2003), (Vissers et al. 2001). Il existe

plusieurs stimuli capables d’induire ou d’inhiber la production de CCLI18 par ces cellules.
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Ainsi, ’'IFN-y et le TNF-a sont capables de réprimer la production de CCL18 (Vulcano et al.
2003), (Kodelja et al. 1998a). En revanche, les cytokines de type Th2 comme I’'IL-4, I’L-10 et
I’IL-13 1’augmentent fortement (Vulcano et al. 2003), (van der Voort et al. 2005), (Kodelja et
al. 1998b). L’environnement de la DC joue également un role sur son profil de sécrétion
chimiokinique. En effet, la mise en hypoxie de DC immatures induit une baisse de la
production de CCL18 (Elia et al. 2008), qu’elle soit constitutive ou induite par I’IL-4 (adjoint
de GM-CSF). D’autres stimuli d’origine exogéne, comme un anticorps chimérique
(Combinaison de 1gG2a souris et de 1gG2b rat) (Zeidler et al. 1999) ou PGE2 (Vulcano et al.
2003), sont capables de moduler la production de CCL18 par les DCs immatures. La
maturation des MD-DC, induite par 1’activation de CD40 et gp130, potentialise leur production
de CCL18 (Wang et al. 2002). En outre, le réle du LPS sur la sécrétion de CCL18 par les MD-
DC est controversé. En effet, Vulcano et al, montrent que le LPS inhibe la production de
CCL18 (Vulcano et al. 2003), alors que d’autres observent une augmentation de I’expression
(Vissers et al. 2001), (van Lieshout et al. 2005). Il a été également constaté que le LPS n’avait
pas d’incidence sur la sécrétion de CCL18 (van der Voort et al. 2005). L’utilisation de
concentrations différentes pour stimuler les MD-DC pourrait expliquer les différences
observées. Récemment, une étude a montré que la maturation de MD-DC par du LPS accroit la
sécrétion de CCL18 sous une stimulation par la thrombine (Li et al. 2008b), via I’activation de
PARs (protease-activated receptors). Une stimulation avec le CD40L (Vissers et al. 2001), des
pathogenes (Staphylococcus aureus Cowan 1 (SAC), C.albicans et le virus de I’influenza)
(Vulcano et al. 2003) ou un mélange de facteurs de maturation (TNF-a, IL-1pB, IL-6 et PGE2)
(van der Voort et al. 2005) diminuent la production de CCL18 par les MD-DC. La régulation
de la sécrétion de CCL18 au cours de la maturation des MD-DC est complexe et dépend
vraisemblablement de contexte cytokinique. Les autres types de DC, les cellules de
Langherans, les pDC et les mDC ne produisent pas CCL18 de facon constitutive (Vissers et al.
2001), (Kodelja et al. 1998a). Par ailleurs, I’IL-10 induit la production de CCL18 par les mDC
at non pas par les pDC (Vulcano et al. 2003). En outre, cette chimiokine est produite par les
macrophages. En fonction du mode d’activation, les macrophages peuvent étre divisés en deux
types : les macrophages M1 et les macrophages M2. L’activation des macrophages par I’IFN-y,
le TNF-a, le GM-CSF ou le LPS conduit a la génération de macrophages M1. Les
macrophages M2 peuvent étre généres par de nombreux stimuli incluant I’IL-4, ’IL-13, I’'IL-
10, le M-CSF, les complexes immuns et les ligands de TLR (Mantovani et al. 2004). In vitro,
les macrophages M1 n’expriment pas CCLI18S, alors que les M2 produisent d’importantes
quantités de CCL18 (Ferrara et al. 2008), (Kodelja et al. 1998b). In vivo, I’expression de

I’ARNm de CCL18 est retrouvée dans les macrophages alvéolaires de sujets controle et de
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sujets asthmatiques (Kodelja et al. 1998b). Chez les sujets fumeurs, la production de CCL18
par les macrophages alvéolaires présents dans le LBA est réduite comparativement aux sujets
non fumeurs (Kollert et al. 2009). Aprés infection & Mycobacterium tuberculosis, la production
de CCL18 est augmentée (Ferrara et al. 2008).

Jusqu’a présent le récepteur CCR spécifique de CCL18 n’a pas ¢été clairement défini.
Cependant, des informations intéressantes des propriétés de la signalisation dépendante de
CCL18 ont été caractérisées. Ainsi, la capacité de la toxine pertussique a inhiber la chimiotaxie
induite par CCL18 sur les Lc T et B suggere I’implication d’une protéine Gai et d’'un GPCR a
I’instar des autres chimiokines (Adema et al. 1997), (Atamas et al. 2003), (Lindhout et al.
2001). De plus, I’inhibition de la protéine ERK (extracellular signal-regulated kinase) dans les
fibroblastes pulmonaires inhibe I’induction de la production de collagéne par CCL18 (Atamas
et al. 2003). Il a été démontré que CCL18 est capable de se fixer au CCR3, mais sans induire
son activation. CCL18 agit comme antagoniste de CCR3 (Nibbs et al. 2000). En effet, il inhibe
in vitro le recrutement des éosinophiles sous le contréle de CCL11. Une firme pharmaceutique
américaine du nom de «Oxygen», a publié un brevet qui décrit le CCRL2, connu aussi sous les
noms: HCR, CRAM-A, CRAM-B, CKRX et Eol, comme récepteur de CCL18. Ce récepteur
est fortement exprimé par les macrophages, les DCs et certains sous types de Lc T et présente
une forte homologie avec le CCR1. Les cellules CHO exprimant le CCRL2 répondent au
CCL18 en chimiotaxie. Les souris CCRL2™ présentent un recrutement normal des DCs dans
les poumons, le trafic des DCs chargées en antigéne vers les ganglions est, par contre, altéré.
Ces souris sont protégées de 1’asthme expérimental dans un modéle d’OVA (Otero et al.). Une
autre équipe affirme que ce récepteur est non signalant et qu’il constitue un simple leurre pour
le CCL19 ligand du CCR7 (Catusse et al.). Une étude récente a montré le réle de CCL18 dans
la migration métastatique du cancer du sein et incrimine le récepteur signalant PITPNM3 par
des arguments de colocalisation cellulaire, d’immunoprécipitation et de transfection (Chen et
al.).

L’une des premicres activités de CCL18 est son pouvoir chimiotactique envers les Lc T,
que ce soit des T CD4" ou CD8" (Hieshima et al. 1997). Adema et al, ont montré que les
cellules T naives répondent plus au CCL18 que les mémoires (Adema et al. 1997). Guan et al,
ont également montré que la stimulation par CCL18 induit un flux calcique intracellulaire au
niveau de cellules CD4", des CD8" et des cellules T naives (Guan et al. 1999). CCL18 est
capable de se fixer aux cellules T mémoires du sang périphérique CLA™ (skin-homing) et des
lignées T mémoires CLA", et d’induire leur migration in vitro (Gunther et al. 2005). de Nadai
et al, ont montré que CCL18 attire les Lc Th2 polarisés in vitro par une stimulation IL-4/anti
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IL-12, mais n’attirc pas les Thl (polarisés par IL-12/anti I1L-4). En plus de ses propriéetés
chimioattractantes, CCL18 est capable d’activer la polymérisation de I’actine dans des Lc Th2
polarisés in vitro (de Nadai et al. 2006). CCL18 attire également les Lc B CD38", naifs, de la
couronne périfolliculaire des amygdales (Gunther et al. 2005). En revanche, les Lc B des
centres germinaux ne sont pas attirés. CCL18 n’attire pas la lignée monocytaire THP-1, ni les
monocytes ou les neutrophiles fraichement isolés (Hieshima et al. 1997). Cependant des
monocytes cultivés pendant 3-4 jours deviennent sensibles au CCL18 : induction d’un flux
calcique intracellulaire, d’une polymérisation de I’actine et de la migration a travers un filtre.
Cette activation par CCL18 des monocytes est transitoire puisque aprés une semaine de culture
ils ne répondent plus a la stimulation par la chimiokine (Schraufstatter et al. 2004). De méme,
CCLI18 est capable d’attirer les DCs immatures, mais est incapable d’induire la migration de
DC matures (Vulcano et al. 2003). CCL18 est capable d’induire non seulement la chimiotaxie
de basophiles, mais également le relargage d’histamine par ces derniers (de Nadai et al. 2006).
De méme, CCL18 est capable d’induire la production de collagéne par des lignées de
fibroblastes pulmonaires et dermiques. Cette induction passe par 1’activation de la voie ERK
(extracellular signal-regulated kinase) via la protéine G (Atamas et al. 2003). CCL18 est
capable également de supprimer la prolifération de progéniteurs hématopoiétiques, stimulés par
GM-CSF et SLF (Steel Factor) (Broxmeyer et al. 1999), et augmente la survie et adhésion des
monocytes/macrophages.

CCL18 dans [’asthme allergique

Plusieurs données laissent penser que CCL18 joue un réle important dans la réaction
allergique pulmonaire. Chez les sujets asthmatiques allergiques, les taux de CCL18 dans les
expectorations induites sont élevés comparativement aux sujets contréle (Kim et al. 2009).
Cette chimiokine est retrouvée en plus grande quantité dans le LBA de patients asthmatiques
allergiques que dans celui des sujets sains. de Nadai et al, ont montré que des CMN issues de
patients asthmatiques allergiques stimulées par 1’allergene Der p 1 secrétent plus de CCL18 par
comparativement a celles issues de sujets sains. Une partie du CCL18 retrouvée dérive
directement des pDC stimulées par Der p 1, et une autre partie provient d’une activation
monocytaire par 1’IL-4 et I’IL-13 produites par les cellules T stimulées par Derp 1. CCL18
recrute in vitro des cellules Th2 polarisées et des basophiles, mais reste inopérant vis-a-vis des
cellules Thl et des éosinophiles (de Nadai et al. 2006). D’autre part, le CCLI18 induit

’activation des basophiles, le relargage de calcium intracellulaire et la libération d’histamine.
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CHAPITRE 2 : LES EOSINOPHILES

2.1. Morphologie et caractéristiques générales

L’€osinophile est considéré aujourd’hui comme un acteur cellulaire multifonctionnel
mais capable aussi de participer aux processus précoces intervenant dans I’immunité innée,
cette derniére représentant la premicre barriere de 1’organisme vis-a-vis de nombreux
pathogénes (bactéries, virus, champignons, parasites). Les éosinophiles sont essentiellement

impliqués dans les réponses immunes anti-parasitaires et dans les réactions allergiques.

L’éosinophile, leucocyte faisant partie de la famille des granulocytes comprenant
également les neutrophiles et les basophiles, sa taille variant entre 8 et 12um. Il se distingue
des autres granulocytes par son noyau bilobé et ses nombreux granules, dont certains possédent
des corps cristalloides, mis en évidence en rouge-orangé par une coloration classique au MGG
(May Grunwald Giemsa). Quatre types de granules ont été identifiés dans les éosinophiles : les
granules primaires, les granules secondaires (ou spécifique), les petits granules et les micro-
granules (Gleich et al. 1986; Kroegel et al. 1994a; Kroegel et al. 1994b).

Les granules primaires, ronds et denses au microscope électronique sont formés a un
stade précoce de la différentiation dans la moelle osseuse. Ces granules, contiennent la
lysophospholipase, ne comportent pas de noyau cristalloide mais peuvent se condenser pour
former des cristaux de Carcote-Leyden. Les granules secondaires ou spécifiques se distinguent
au microscope électronique par un noyau cristalloide dense et une matrice elliptique moins
dense. Les granules spécifiques se retrouvent chez 1’€osinophile mature et sont responsables de
la coloration a 1’éosine qui permet d’identifier cette cellule au microscope optique. Ces
granules morphologiquement caractéristiques de 1’éosinophile comportent des protéines
cationiques reparties dans la matrice : ’ECP (Eosinophil Cationic Protein), I’EPO (Eosinophil
peroxydase) et ’EDN (Eosinophil —Derived Neurotoxin) et la MBP (Major Basic Protein) dans
le core. Concernant les petits granules, ils sont invisibles en microscopie optique, ils dérivent
de I’appareil de Golgi et contiennent des complexes enzymatiques incluant I’aryl sulfatase et la
phosphatase acide. Les micro-granules sont un constituant du systéme de transport tubulo-

vésiculaire.

Les éosinophiles activés liberent des substances pro-inflammatoires incluant des
médiateurs préformés, des médiateurs lipidiques neoformés et des médiateurs synthétisés
(cytokines et chimiokines). Les médiateurs préformés, contenus dans des granules, sont

essentiellement des protéines cationiques incluant la MBP, ’ECP, I’EPO et ’EDN (Gleich et
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al. 1986). Les mediateurs néoformés comprennent des prostaglandines (PGE2 et PGD2), le
PAF (Platelet-Activating Factor) et des leucotriénes (majoriteremnt LTC4) (Henderson et al.
1984; Bandeira-Melo et al. 2002). Ces cellules sont également capables de secréter une grande
variété d’enzymes telles que la métalloprotéinase MMP9 (Fujisawa et al. 1999) et 1’¢lastase

(Lungarella et al. 1992) ainsi que des dérivés oxygenés (de Andres et al. 1990).

2.2. Ontogenie et localisation

Les polynucléaires éosinophiles se développent et maturent dans la moelle osseuse a
partir d’un progéniteur hématopoiétique exprimant le CD34. Sous I’influence de cytokines
telles le GM-CSF, I’IL-3 et I’IL-5, ce précurseur totipotent va donner naissance a un précurseur
multipotent puis a un précurseur hybride a I’origine des lignées basophiles et éosinophiles
(Rothenberg et al. 2006). Chez I’homme, quatre jours sont nécessaires a la différenciation et au
stockage médullaire de 1’éosinophile mature. Trois facteurs de transcription interviennent dans
le développement des éosinophiles : GATA-1 (famille des facteurs a doigt de Zinc), PU.1
(membre de la famille ETS) et ¢/EBP a et € (CCAAT/enhancer-binding protein family) (figure
11). GATA-1 posséde une activité unique et spécifique au sein des éosinophiles puisqu’il agit
en synergie avec PU.1 alors que les autres lignées GATA-1 antagonisent les effets de PU.1. La
délétion du site palindromique de fixation de GATA-1 & son propre promoteur chez la souris
abolit spécifiquement la lignée éosinophile (Yu et al. 2002). De plus, ce site de fixation est
également présent dans les régions régulatrices des génes codant pour CCR3, la MBP et la
chaine a du récepteur a I’IL-15. Ces facteurs de transcription semblent donc importants pour la
différenciation vers la lignée éosinophile mais aussi pour I’expression des protéines de

granules.

Les éosinophiles ne représentent que 1 a 3 % des cellules sanguines chez un individu
sain. Leur demi-vie dans le sang est bréve et ne dépasse pas 18 heures, ce qui explique les
difficultés d’obtention et de purification d’éosinophiles de sujets sains. Les éosinophiles
matures sont principalement localisés dans les tissus a 1’état physiologique, notamment
I’interface avec 1’environnement tel que le tractus gastro-intestinal, uro-genital ou pulmonaire
mais aussi au sein des organes lymphatiques et hematopoiétiques, y compris le thymus. Ces
tissus constituent des endroits de renouvellement tissulaire important. Les éosinophiles, une
fois dans les tissus, peuvent survivre plusieurs semaines (Rothenberg et al. 1987). Il pourrait

alors exister un lien entre la présence d’¢osinophiles dans les tissus 1ésés et la réparation au
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cours d’infections. En cas de réaction inflammatoire, les €osinophiles sont redistribués et

quittent leurs sites primaires pour atteindre les foyers inflammatoires.
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Figure 11 : Recrutement tissulaire des éosinophiles. Les éosinophiles se développent dans la
moelle osseuse ou ils se différencient a partir d’un progéniteur hématopoiétique sous le
controle de différents facteurs de transcriptions, GATA-1, PU.1 et ¢/EBP et sous I’influence
des trois éosinopoiétines GM-CSF, IL-3 et IL-5. Les éosinophiles matures passent dans le sang
et sont recrutés au site de I’inflammation par des sélectines et des intégrines. Ils migrent ensuite
vers les tissus sous l’influence de chimiokines et de leucotriénes. Dans des conditions
homéostatiques, les éosinophiles rejoignent le thymus, les glandes mammaires, I’utérus et le
tractus gastro-intestinal. D’aprés Rothenberg et al, 2006.

2.3. L’¢éosinophile : un lien entre la réponse innée et la réponse adaptative

L’éosinophile exprime en surface de multiples récepteurs qui lui conferent un réle
important au sein de la réponse immunitaire. L’€osinophile pré-activé et recruté a ainsi la
possibilité d’exprimer localement de nouveau récepteurs de surface et d’augmenter le nombre
ou l’affinité de récepteurs pré-existants. En fonction des signaux de I’environnement, les
¢osinophiles acquierent la capacité d’infiltrer les tissus par diapédese, avant d’interagir avec

I’environnement inflammatoire et tissulaire.
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2.3.1. Les récepteurs exprimés par les éosinophiles

Comme les cellules dendritiques qui constituent un lien entre I’immunité innée et
adaptative, les éosinophiles expriment des récepteurs considérés soit comme innés, soit comme

adaptatifs (figure 12).

Immunoglobulin receptors and Chemokine, complement and other
members of the chemotactic factor receptors

immunoglobulin superfamily CD35 PAER
CD4 CD58 CDs8 LTB.R
CD16 CDe6 CD182 C3aR
CDaz CDeg CcD183 CystlLT1R
CD33 CD100 CD191 CystLT2R
CD47 CD101 CD192 fMLPR
CD48 HLA class | CD193 CRTH2
CD50 HLA-DR CD196 Histamine 4R
CD54 FceRI

Cytokine receptors Enzymes

CDzs CD125 CD13 CDes

CD116 CD13
CD117 CD213
CD119 IL-9R

CD45 CDsg
CD45RB CDs7
CD45RC PAR-2

cD120 IL-13Rad CD46
CD123 TGFpR
CD124
Apoptosis, signaling and others
. CDe CD71 CD14s
Adhesion Molecules CD17 CD76 CD149
CD11a CD4of CDh24 CDs1 CD151
CD11b CDeZL CD2s CDsaz CD153
CD11c CD156 CD37 CDse CD161
CD1s CD162 CD3a CDaz CD1e5
CDis  CD174 CD43 CD95 Siglec-8
CD29  od integrin CD48 CDg97 Siglec-10
CD44  [7 integrin CDs2 CD97 LIR1
CD4ad CDs3 CD98 LIR2

CDes CDo9 LIR3
CDes CD137 LIR7
CDsg CD139 TLR7

TLR8

Figure 12: les différents récepteurs exprimes par les éosinophiles. D’aprés Hogan et al,
2008.

Plusieurs récepteurs récemment identifiés permettent aux €osinophiles d’étre stimulés
directement par des composés environnementaux ou encore par des motifs moléculaires
communs a plusieurs pathogénes. Certaines protéases d’acariens, de champignons ou de
pollens sont capables d’activer directement les éosinophiles par clivage de la partie N terminale
des récepteurs PAR (Protease Activated Receptors) couplés a des protéines G. Les éosinophiles
expriment PAR-1 a leur surface, et PAR-2 dans le cytoplasme (Bolton et al. 2003; Miike et al.
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2003). Sous I’action de ces protéases, 1’¢osinophile libére des radicaux libres et des
leucotrienes proinflammatoires. Le récepteur PAR-2 est impliqué dans 1’activation de
1’éosinophile par un champignon de ’air ambiant (genre Alternaria) (Inoue et al. 2005). Les
éosinophiles expriment une molécule capable de lier les IgE : la galectine 3 encore appelée
MAC2/eBP. Cette lectine de type S, médie une cytotoxicité dépendante des IgE efficace envers
les cibles parasitaires (Truong et al. 1993). Elle pourrait aussi intervenir dans I’immunité innée
en reconnaissant des pathogenes. En effet, sur les macrophages, la galectine-3, en coopération
avec TLR2, se lie a C.albicans (Jouault et al. 2006). Les éosinophiles expriment le FPR
(Formyl peptides Receptor) lequel lie un signal de danger représenter par le fMLP libére par
les bactéries (N-formyl-Met-Leu-Phe) (Svensson et al. 2005) mais aussi par certains allergenes
(Svensson et al. 2007).

Les éosinophiles expriment également des récepteurs de I’immunité adaptative comme
les récepteurs aux fragments Fc des IgG (FcyRI, FeyRII, FeyRIID), IgA (FcaRI) et IgE (FceRI
et FceRIIl). Ces récepteurs permettent 1’endocytose, [’activation des cellules et leur
dégranulation. Ces cellules participent également a 1’élaboration de la réponse immunitaire
spécifique par leurs capacités de présentation antigénique. En effet, ces polynucléaires
expriment, a leur surface, des molécules leur permettant d’agir avec les lymphocytes T, telles
que les CMH en particulier HLA-DR (Shi 2004). Des molécules de co-stimulation présentes
sur les populations lymphocytaires ou les cellules présentant 1’antigéne comme CD25 (Plumas
et al. 1991), CD4 (Lucey et al. 1989), CD28 et CD86 (Woerly et al. 1999b) sont aussi

exprimées sur les éosinophiles.

Les éosinophiles expriment aussi a leur surface des récepteurs de cytokines (IL-2R, IL-
3R, IL-5R, GM-CSFR, IL-4R, IL-13R, IFN-aR, IFN-BR, IFN-yR...), de chimiokines (CCRI1,
CCR3), du complément (C3aR, C5aR, CR1 et CR3) et des récepteurs de médiateurs lipidiques
(PAF-R, DP-R, CRTH2, LTB4-R et LTE4-R). lls expriment également des sélectines (PSGL-1
et L-sélectine) et des intégrines (LFA-1, Mac-1, VLA-4, VLA-5, VLA-6, VLA-7, intégrines
a4B7) ainsi que des récepteurs au TNF (Tumor Necrosis Factor) et au TGF (Transforming
Growth Factor) (Hogan et al. 2008). Les éosinophiles peuvent aussi exprimer des récepteurs
pour I’adénosine, la lipoxine A4, I’histamine et la B adrénorécepteur (Prussin et al. 2006;
Rothenberg et al. 2006).

Concernant 1’expression des récepteurs Toll-like (TLR), il a été montré dans les
¢osinophiles humains, qu’ils expriment sous forme protéique les TLR-1, 2, 4, 5, 6, 7 et 9 mais

leurs fonctions restent encore imprécises (Wong et al. 2007). Parmi les différents ligands des
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TLR, seul un ligand du TLR 7-8 (R-848) est capable d’activer les éosinophiles humains et de
déclencher la production d’ions superoxydes (Nagase et al. 2003). Cependant une autre étude
suggeére que les ligands des TLR-2, 5 et 7 pourraient activer de maniére différentielle les
¢osinophiles, aboutissant a I’augmentation de 1’expression de certaines molécules d’adhérence
comme ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) et CD18 (chaine B2 des intégrines) et/ou a la
libération de cytokines /chimiokines, superoxydes, protéines granulaires, spécifiques du ligand
utilisé (Wong et al. 2007). Les ligands de TLR3, 4, 8 et 9 semblent moins actifs ou inactifs.
Une activation possible par TLR4, grace a une voie dépendante du CD14, reste également

controversée (Meerschaert et al. 2000; Plotz et al. 2001).

2.3.2. les cytokines secrétées par les éosinophiles

Grace a I’expression de nombreux récepteurs, les éosinophiles sont capables de répondre
a différents stimuli et de libérer rapidement et sélectivement divers meédiateurs dont des
cytokines (figure 13). Contrairement aux lymphocytes, la plupart des cytokines sont stockées
dans les granules et/ou les vésicules de 1’éosinophile et donc sont libérées trés rapidement apres
’activation de ces cellules. Cette capacité de stockage est liée a une activité transcriptionnelle
de base trés faible comparée a d’autres cellules du systéme immunitaire comme les
lymphocytes. L’IL-12, I’'IL-4, I'IL-13 sont stockées dans le core central des granules
cristalloides (Woerly et al. 1999a; Woerly et al. 1999b; Bandeira-Melo et al. 2001; Woerly et
al. 2002), tandis que I’IL-6 et le TNF-a sont localisés dans la bicouche lipidique de ces
granules (Lacy et al. 1998). Leur sécrétion confere aux éeosinophiles un réle effecteur et
régulateur, en particulier dans ’orientation de la réponse immune grice a leur capacité a
produire de nombreuses cytokines de types Thl comme I’IFN-y, I’'IL-2 et I’IL-12 ou de type
Th2 comme I’IL-4, I’IL-5 ou I’'IL-10 (Dubucquoi et al. 1994; Woerly et al. 1999a; Woerly et
al. 2002). Ces cellules synthétisent aussi des facteurs de croissance et d’activation, tels que le
GM-CSF, I'IL-13, I’IL-15 qui peuvent intervenir dans le maintien de la réponse inflammatoire,
ou encore, I’IL-6 et le TNF-a qui peuvent participer a I’inflammation conférant ainsi aux

éosinophiles des fonctions pro-inflammatoires.

Les éosinophiles sont ainsi capables de libérer sélectivement des cytokines de type Thl
et Th2 ou immunorégulatrices en fonction de 1’environnement, procurant a ces cellules la

faculté de participer a la régulation de la réponse immune.
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Figure 13: Les différents médiateurs libérés par les éosinophiles activés par divers
stimuli. D’aprés Staumont-Salle, D et al, 2007.

2.4. La migration des éosinophiles vers les tissus enflammés

Les éosinophiles matures quittent la moelle osseuse et sont recrutés au niveau des sites
inflammatoires allergiques par 1’action combinée de 1’IL-5, de chimiokines et de molécules
d’adhérence. Plusieurs chimiokines (CC) sont chimioattractantes pour les éosinophiles. Celles-
ci incluent CCL3, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL24 et CCL26 (Alam et al. 1993; Noso et
al. 1994; Ponath et al. 1996; Elsner et al. 1998; Rosenberg et al. 2007). Les chimiokines
CCL11, CCL24 et CCL26 sont communément appelées éotaxines, puisqu’initialement elles
ont été décrites comme chimioattractants spécifiques des éosinophiles. CCL11, produite par les
cellules épithéliales bronchiques et les fibroblastes en réponse a I’IL-4 et I’'IL-13, agit en
synergie avec I’IL-5 pour le recrutement des éosinophiles dans les poumons provoqués par
I’allergene (Simson et al. 2000; Pope et al. 2001; Prussin et al. 2006). De méme, CCL11 joue
un roéle crucial dans le recrutement des éosinophiles dans le tissu pulmonaire des patients
asthmatiques (Park et al. 2006; Pease 2006). Outre son rdle chimioattractant, elle promeut la
production d’éosinophiles et est directement responsable de la sortie des progéniteurs
d’éosinophiles dans la circulation périphérique (Palframan et al. 1998; Sehmi et al. 2003b).
Aprés provocation allergénique dans des modeéles murins, CCL24 est produite plus tardivement

que CCLI11 (24h versus 6h) et agit avec I'IL-5 pour le développement de 1‘€osinophilie
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pulmonaire et la production d’IL-13. Les interactions avec CCL24 et I’'IL-13 induisent le
recrutement d’éosinophiles (Rosenberg et al. 2007). CCL26, produite par les cellules
épithéliales en réponse a 1’IL-4 et I’'IL-13 semble responsable du recrutement prolongé
d’éosinophiles (Blanchard et al. 2005; Rosenberg et al. 2007).

Outre les chimiokines, d’autres substances sont chimioattractantes pour les €osinophiles.
Ainsi, le PAF et les anaphylatoxines C3a et C5a attirent les éosinophiles, mais aussi certaines
leucotriénes et prostaglandines dont les principaux sont respectivement LTC4 et PGD2
(Wardlaw et al. 1986; Daffern et al. 1995).

Les molécules d’adhérence participent également au recrutement des éosinophiles en
permettant leur migration transendothéliale. Tout d’abord, les sélectines PSGL-1 et L-sélectine
et Dl’intégrine VLA-4 permettent 1’attachement et le roulement des <éosinophiles sur
I’endothélium. La L- sélectine interagit avec les chaines carbohydrates des CD34, GlyCAM-1
et MadCAM-1 présents a la surface de 1I’endothélium, alors que PSGL-1 interagit avec la P-
sélectine (DiScipio et al. 1999). L’integrine VLA-4 interagit avec VCAM-1 dont I’expression
est augmentée par I’IL-13 ou I’IL-4 (Bochner et al. 1995; DiScipio et al. 1999). D’autres
intégrines et les anaphylatoxines C3a et C5a permettent 1’arrét du roulement des éosinophiles
et une interaction plus ferme des €osinophiles avec 1’endothélium. Ces intégrines comprennent
LFA-1, Mac-1, l’intégrine 04p7 et VLA-4 interagissant avec ICAM-1 (LFA-1 et Mac-1),
ICAM-2 (LFA-1), et VCAM-1 (VLA-4 et a4p7). Ensuite les éosinophiles pénétrent entre les
cellules endothéliales rétractées, phénomene appelé diapédese. L’anaphylatoxine C5a permet
une rétraction stable des cellules endothéliales créant ainsi une ouverture entre ces cellules. La
progression des éosinophiles semble étre permise par des interactions entre PCEAM (Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule) exprimé par les cellules endothéliales au niveau de leurs
jonctions et PECAM exprimé a la surface des éosinophiles. Une fois pénétrés dans la couche
endothéliale, les éosinophiles rencontrent la matrice extracellulaire composée de collagéne de
type IV, de fibronectine, de laminine, d’entactine, de glycosaminoglycanes et d’autres
molécules. De nouvelles interactions prennent place entre les éosinophiles. Par exemple, la
fibronectine interagit avec VLA-4, VLA-5 et VLA-7, la lamine avec VLA-6, I’héparane avec
Mac-1. La stimulation des éosinophiles par les anaphylatoxines C3a et Cba résulte en la
sécretion de MMP-9, métalloprotéase dégradant une grande partie des eléments de la matrice
extracellulaire (collagéne, ¢lastine, fibronectine, entactine...) permettant ainsi la transmigration

des éosinophiles vers les tissus (DiScipio et al. 1999).
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2.5. Les différents modes de dégranulation des éosinophiles

Trois mécanismes pour la libération de protéines cationiques ont été décrits dans les

éosinophiles :

i. La «piecemeal degranulation » ou transport vésiculaire permettant la libération des
protéines de granule par bourgeonnement de petites vésicules a partir des granules
secondaires et expliquant le phénomene de libération selective du contenu granulaire
(Tomassini et al. 1991; Dvorak et al. 2000). Les éosinophiles subissent la piecemeal
degranulation en réponse a des cytokines comme I’IFN-y et CCL11 (Rosenberg et al.
2012).

ii.  La cytolyse non apoptotique avec extrusion dans le milieu extracellulaire de I’ensemble
de granules avec la membrane des granules et secondairement de leur contenu.

lii.  L’exocytose par fusion directe de la membrane des granules avec la membrane

plasmique, libérant les protéines de la matrice et du core granulaire.

La régulation de 1’exocytose est possible grace a la formation de complexes protéiques
composés de v-SNARES (récepteurs SNAP présents sur la vésicule de sécrétion), et de t-
SNARES (protéines exprimées sur la membrane de ’organe cible). Ainsi, les €osinophiles
expriment VAMP-2 sur la membrane de la vésicule sécrétoire, et SNAP-23 et la syntaxin-4 au

niveau de la membrane plasmique (Lacy et al. 1999).

2.6. Les stimuli permettant la libération des médiateurs éosinophiliques

Apres fixation de I’antigéne aux récepteurs Fc des Ig, exprimés par les €osinophiles, un
pontage de ces récepteurs s’opere entrainant alors la libération des médiateurs. Dans les
réactions allergiques, la principale Ig impliquée est I’'IgE qui se fixe aux récepteurs de forte
affinité FceRI et de faible affinité FceRII présents sur les éosinophiles (Tomassini et al. 1991,
Kayaba et al. 2001).

Des médiateurs lipidiques sont également capables d’activer les éosinophiles. Ainsi, le
PAF entraine la dégranulation, la production d’ions superoxydes et de LTC4. Le LTB, quant a
lui, provoque la libération d’ECP. Le PAF et le LTB4 peuvent étre sécrétés par les mastocytes
(Takafuji et al. 1998), suggérant que ceux-ci sont capables d’entrainer la libération des

médiateurs par les éosinophiles.
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La dégranulation des €osinophiles et la libération d’ions superoxydes sont aussi induites
par des cytokines et des chimiokines. En effet, in vitro, des éosinophiles cultivés en présence
d’IL-5 libérent de ’EDN, des ions superoxydes et du PAF. Le PAF ainsi libéré meéne a la
production de LTC4 et a une augmentation du relargage d’EDN (Bartemes et al. 1999). De
plus, les chimiokines CCL5, CCL7, CCL11 ou CCL3 induisent la libération d’EDN, et ce via

leur interaction avec CCR3 présent a la surface des éosinophiles (Fujisawa et al. 2000).

Les anaphylatoxines C3a et C5a entrainent une élévation rapide et transitoire de taux de
calcium intracellulaire et la libération d’ECP (Takafuji et al. 1994). De plus, I’anaphylatoxine
Cb5a induit la libération du mediateur préformé MIF (Macrophage migration Inhibitory Factor).
Ce facteur fortement pro-inflammatoire est présent a des taux plus élevés dans le LBA de

patients asthmatiques stables comparativement aux sujets non asthmatiques (Rossi et al. 1998).

2.7. Les modifications phénotypiques des éosinophiles activés

L’activation des €osinophiles peut se caractériser par 1’augmentation de I’expression
basale de certains récepteurs. Ainsi, CD63/LAMP-3 est considéré comme un marqueur de
dégranulation (Mahmudi-Azer et al. 2002; Inoue et al. 2005). L’expression de CD44, CD122,
CD69 et CD4 est augmentée sur des €osinophiles hypodenses, caractéristiques d’une activation

(Inoue et al. 2005).

Il existe également des modifications phénotypiquement liées a 1’acquisition de
nouveaux récepteurs de surface, modulées par certaines cytokines. Par exemple, I’IFN-y est
capable d’induire I’expression des récepteurs aux IgG (CD64 et CD16) a la surface des
éosinophiles (Hartnell et al. 1992). Certaines cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-3, I’IL-
15 et le GM-CSF associées au TNF-a provoquent I’induction d’ICAM-1 tandis qu’une
synergie entre I’IL-3 et I’'IFN-y entraine 1’expression d’HLA-DR sur les éosinophiles circulants
(Hansel et al. 1992). L’IL-3, le TNF-a et la GM-CSF sont également capables d’induire
I’expression de CD4 sur les éosinophiles (Hossain et al. 1996).
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2.8. Les mediateurs libérés et les fonctions effectrices des éosinophiles

a. Les granules préformés :

La MBP : elle représente plus de 50% de la masse protéique des granules et constitue
une protéine toxique contre les parasites (Prussin et al. 2006). Cette molécule n’est pas
totalement spécifique des éosinophiles puisqu’elle est retrouvée mais en moindre
quantité dans les basophiles. Bien que la MBP-1 partage les mémes propriétes
fonctionnelles que la MBP-2, elle semble beaucoup plus puissante que cette derniere
(Plager et al. 2006). Néanmoins la MBP-2, non exprimée par les basophiles, constitue
un marqueur plus spécifique des éosinophiles que la MBP-1. La MBP possede une
activité cytotoxique contre les bactéries mais aussi les helminthes. Cette activité
cytotoxique s’exerce par la capacité de la MBP a perturber I’intégrité cellulaire en
modifiant 1’équilibre ¢électrostatique de la bicouche de phospholipidiques de la
membrane cellulaire en augmentant sa perméabilité. A cbté de son activité cytotoxique,
d’autres roles sont attribués a la MBP. Elle induit la libération d’héparine par
différentes cellules, d’EDN par les éosinophiles eux-mémes et joue un role dans la
fibrose (Rothenberg et al. 2006). Elle participe aussi au recrutement des neutrophiles et
augmente 1’expression du CR3 et stimule la libération d’IL-8 par ces cellules (Moy et
al. 1993; Page et al. 1999). Chez les patients asthmatiques, la MBP présente dans le
sérum de LBA est corrélée avec I’HRB (Wardlaw et al. 1988). Cette protéine augmente
la contraction des cellules musculaires lisses en agissant comme un antagoniste
endogéne des récepteurs muscariniques M2 (Costello et al. 1997). La MBP induit
également la libération d’histamine, de PGD2, de TNF-a, de GM-CSF et de CXCL8
par les mastocytes dérivés du sang de cordons ombilicaux humains (Piliponsky et al.
2003). Dans un modéle de sensibilisation et de provocation a I’OVA, des souris
déficientes en MBP-1 développent une HRB et une inflammation pulmonaire allergique
similaire aux souris WT (Wild-Type) sensibilisées et provoquees a I’OVA. Ces
résultats suggerent donc que la MBP-1 n’est pas indispensable au développement de
I’asthme expérimental dans ce modele (Denzler et al. 2000)

L’ECP: il s’agit d’une protéine possédant une tres faible activité ARNase permettant la
destruction des virus ARN simple brin, conférant ainsi a 1’éosinophile une activité
antivirale. De ce fait, prées de 80% de I’activit¢ ARNase des leucocytes sanguins
provient des €osinophiles et ce malgré leur faible nombre. L’ECP est produite sous

plusieurs formes glycosylees, le degre de glycosylation déterminant le niveau de
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cytotoxicité de la protéine (Eriksson et al. 2007). Elle possede également, comme la
MBP, une toxicité envers les helminthes, les bactéries et certains types cellulaires
(Carreras et al. 2003) due a son effet déstabilisant sur les lipides membranaires. L’ECP
est également impliquée dans la dégranulation des mastocytes et des basophiles, dans la
sécréetion de mucus au niveau des voies aériennes et dans la production de GAG et de
TGF-p par les fibroblastes ainsi que dans leur migration (Venge et al. 1999; Zagai et al.
2007; Zagai et al. 2009). De plus, il a été montré que les neutrophiles sont une source
potentielle d’ECP en réponse a une activation dépendante de I’IgE (Monteseirin et al.
2007).

L’EDN : LEDN comme I’ECP posseéde une forte activité ribonucléase. Ces deux
proteines font partie de la famille des ARNases et partagent une homologie de séquence
de 88%. L’EDN peut étre produite par des cellules autres que les éosinophiles comme
les macrophages activés par le TNF-a et le LPS (Yang et al. 2004). L’EDN posséde une
activité neurotoxique, délétere pour I’hote mais aussi une activité antivirale, bénéfique
pour I’hdte. L’EDN est considérée comme une alarmine, au méme titre que les
défensines ou les cathélicidines qui sont des médiateurs représentant des signaux de
danger chargés d’alerter le systéme immunitaire (SI) en cas de dommages cellulaires et
d’infections (Yang et al. 2008). En effet I’EDN attire et active les cellules dendritiques
via TLR2 et augmente ainsi la réponse immune principalement de type Th2.

L’EPO : L’EPO génere, en présence de peroxyde d’hydrogéne et d’halogénures ou de
bromure, des acides hypohalogénés et de 1’oxygene singulet capables de tuer des
bactéries, des mycobactéries, certains helminthes ainsi que des cellules tumorales. Les
substances générées a partir de I’EPO sont capables de détruire la matrice
extracellulaire (Rees et al. 2007), suggérant un réle dans la destruction de 1’épithélium
bronchique observée lors de la phase retardée de la réaction allergique asthmatique. De
plus les taux sériques d’EPO et d’ECP chez les patients atteints de rhinite allergique
sont prédictifs d’un développement ultérieur d’un asthme (Nielsen et al. 2009). Dans un
modele de sensibilisation et de provocations a I’OVA, des souris déficientes en EPO
développent une HRB et une inflammation pulmonaire allergique similaires aux souris
WT sensibilisées et provoquées a ’OVA, suggérant que ’EPO n’est pas indispensable

au développement de I’asthme expérimental (Denzler et al. 2001).
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b. Le LTC4, médiateur lipidique

Les éosinophiles constituent une source majeure de leucotriénes et en particulier de
LTC4 au niveau de la muqueuse bronchique des sujets asthmatiques. Ce médiateur,
bronchoconstricteur puissant, est responsable de 1’augmentation de la perméabilité vasculaire

et de la sécrétion de mucus. (Rothenberg et al. 2006).

Cc. Les espéces réactives de ’oxygéne (ROS)

Les especes réactives de 1’oxygene (ROS) sont des médiateurs précoces de 1’éosinophilie
libérés aprés son activation. Ils sont produits sous 1’action de différents agents et de fagon
beaucoup plus importante que dans le cas de neutrophile. La NADPH oxydase catalyse la
réduction de 1’oxygéne en superoxyde. Celui-Ci est ensuite transformé par la superoxyde
dismutase en peroxyde d’hydrogéne. Le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en présence de brome et
sous I’action de la peroxydase des €osinophiles peut étre transformé en oxygene singulet
(Thomas et al. 1995). L’ensemble de ces espéces activées de 1’oxygene confeére a 1’éosinophile

un role pro-inflammatoire et cytotoxique.

d. Les cytokines et les chimiokines

Comme nous I’avons décrit précédemment, les éosinophiles sont capables de produire un
grand nombre de cytokines incluant ’IL-2, I’IL-3, I’IL-4, I’IL-5, I’IL-6, I’IL-8, I’IL-10, I’IL-
12, I'IL-13, I’IL-16, I’IL-18, le TGF-a/B, le TNF-a, I’'I[FN-y et le GM-CSF (Rothenberg et al.
2006).Ces cellules sont des cellules immunorégulatrices puisqu’elles sont capables de sécréter
a la fois des cytokines de type Thl et de type Th2 (Woerly et al. 1999a). L’IL-3, I’IL-5 et le
GM-CSF produits par les éosinophiles permettent leur activation, leur survie et leur

prolifération. Ainsi, les éosinophiles sont capables de s’auto-réguler.

Les éosinophiles produisent aussi des chimiokines telles que CCL3, CCL5 et CCL11,
permettant I’amplification de la réponse immunitaire via le recrutement d’autres types

cellulaires, mais également d’autres €osinophiles (Rothenberg et al. 2006).
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e. L’éosinophile, cellule présentatrice d’antigéne accessoire

Les ¢€osinophiles sont capables d’exprimer des molécules caractéristiques des CPA
(Cellules Présentatrices d’Antigénes) : ’'HLA-DR (Hansel et al. 1991; Yamamoto et al. 2000),
le CD40 (Ohkawara et al. 1996), le CD80 (van Rijt et al. 2003) et le CD86 (Woerly et al.
1999b). De plus, ils s’accumulent dans les ganglions drainants des souris sensibilisées et
provoquées a I’OVA, et plus précisément dans les zones T (Shi et al. 2000; van Rijt et al. 2003;
Duez et al. 2004). Ainsi ces cellules pourraient participer a la présentation d’antigénes. Dans
des mod¢les murins d’asthme expérimental, les éosinophiles sont effectivement capables de
capturer et de présenter des antigenes solubles aux lymphocytes T sensibilisés a ’antigéne,
induisant ainsi leur prolifération et leur polarisation Th2 (MacKenzie et al. 2001; Shi 2004). En
revanche, ils ne sont pas capables de primer les lymphocytes T naifs (van Rijt et al. 2003).
Outre les allergénes (MacKenzie et al. 2001), les éosinophiles sont capables d’appréter et de
présenter une variété d’antigénes microbiens incluant les antigénes viraux (rhinovirus-16
humain) (Handzel et al. 1998), des antigenes parasitaires et des superantigenes (Mawhorter et
al. 1994), aboutissant a la prolifération des lymphocytes T (Shi 2004).

f. L’importance des éosinophiles dans ’asthme allergique

Lors de maladies allergiques, dont 1’asthme, le nombre d’éosinophiles présents dans le
sang périphérique est augmenté et une éosinophilie tissulaire est souvent retrouvée au niveau
des sites inflammatoires associés a ces pathologies (Prussin et al. 2006). De plus, sur des
coupes histologiques de poumons de patients décédés d’une crise d’asthme, les éosinophiles
sont détectés au niveau de la paroi des voies aériennes. Cette observation suggere que les
éosinophiles migrent a travers la muqueuse et entrent dans la lumiere bronchique, pour étre
retrouvés dans les LBA (Jeffery et al. 2006).

Les éosinophiles jouent un role important dans I’inflammation allergique des voies
aériennes grace a leur capacité a libérer des médiateurs toxiques. Plus spécifiquement, le
recrutement et 1’activation des €osinophiles dans les voies aériennes des patients asthmatiques
semblent étre un agent contribuant a 1’histopathologie et aux dysfonctionnements pulmonaires
caractéristiques de 1’asthme (Jacobsen et al. 2007). Chez les patients souffrant d’asthme, la
MBP présente dans le sérum et dans le LBA est corrélée avec I’hyperréactivité bronchique
(HBR) (Wardlaw et al. 1988). Cette protéine augmente la contraction des cellules musculaires

lisses en agissant comme un antagoniste endogéne des récepteurs muscariniques M2 (Jacoby et
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al. 2001). De plus, de concert avec la MBP, I’ECP provoque la dégranulation des mastocytes et
des basophiles et stimule la sécrétion de mucus (Zheutlin et al. 1984). Au niveau de la
production de I’EPO, les substances générées a partir de cette protéine sont capables de
détruire la matrice extracellulaire, suggérant un role dans la destruction de 1’épithélium
bronchique observé lors de la phase retardée de la réaction allergique asthmatique (Rees,
2007). Les eosinophiles constituent aussi une source majeure de cystéinyl leucotrienes, en
particulier LTC4, dans la muqueuse bronchique chez I’asthmatique. Ce médiateur est
responsable d’une augmentation de la perméabilité vasculaire, de la sécrétion de mucus et est
un bronchoconstricteur puissant (Rothenberg et al. 2006). De plus ces cellules sont fortement
productrices de TGF-B1 qui est fortement impliqué dans la production des protéines de la
matrice cellulaire (tenascin, lumican...) au niveau de la muqueuse des voies aériennes,

participant ainsi au processus de remodelage dans 1’asthme (Flood-Page et al. 2003).

Des souris déficientes en éosinophiles (souris PHIL) sensibilisées et provoquées a
I’OVA, présentent un défaut de recrutement des lymphocytes T effecteurs dans les poumons
(probablement li¢ a I’absence de production de CCL17 et CCL22 par les éosinophiles), une
diminution de I’HRB, des taux de cytokines Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13) dans le LBA et de
I’accumulation de mucus, suggérant I’implication des éosinophiles dans la réaction pulmonaire
allergique (Lee et al. 2004; Jacobsen et al. 2008). Néanmoins, des souris Adbl GATA, elles
aussi déficientes en éosinophiles, ne montrent aucune modification de production de mucus, de
I’HRB et des taux de cytokines Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13) pulmonaires comparativement aux
souris WT aprés sensibilisation et provocations a I’OVA (Humbles et al. 2004). Hormis la
différence de souches utilisée (BALB/c pour les souris Adbl GATA, C57BL/6 pour les souris
PHIL) et de mutation/délétion réalisée pouvant entrainer d’autres modifications
immunologiques, ces résultats sont difficilement explicables et soulignent la complexité du
role des eosinophiles dans 1’asthme. Néanmoins, dans un modéle d’asthme chronique
(sensibilisation suivie de nombreuses provocations a I’OVA), les souris Adbl GATA sont
protégees contre le remodelage bronchique : absence de dépdts péribronchiques de collagéne et
d’hyperplasie des cellules musculaires lisses (Humbles et al. 2004). Enfin, dans un modele
chronique d’inflammation pulmonaire allergique induite par un extrait allergénique
d’Aspergillus fumigatus (trois provocations allergéniques pendant trois semaines), les souris
Adbl GATA présentent une réduction de la production de mucus et de cytokines Th2
(Fulkerson et al. 2006).
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2.9. Apoptose et signaux de survie des éosinophiles

Lorsqu’ils ont rempli leur fonction, les éosinophiles peuvent disparaitre de facon
contrdlée et programmée par un mécanisme nommeé apoptose. Il s’agit d’un facteur important
pour I’homéostasie cellulaire et pour la résolution des phénomeénes inflammatoires. Ce
processus est distinct de la cytolyse, dans laquelle le contenu cellulaire est libéré. L’apoptose
permet a la cellule de disparaitre sans causer de dommages tissulaires importants. Au niveau
cytologique, il s’agit d’une formation d’invaginations membranaires, une condensation et une
fragmentation, de la chromatine sous forme de polynucléosomes puis d’oligonucléosomes. La
cellule dans sa globalité se rétracte et se morcelle en corps apoptotique qui sont reconnus et

phagocytés par les monocytes/macrophages (Simon 2000).

Comme beaucoup d’autres cellules, les €osinophiles déclenchent non seulement leur
apoptose en 1’absence de facteur de survie, mais aussi en présence de signaux exogenes
spéecifiquement apoptogenes reconnus par des récepteurs de surfaces appelés « death receptor »
qui font partie de la superfamille des TNF Receptor (TNFR). L’un de ces récepteurs exprimé
par les eosinophiles est le CD95 (Fas/APO-1). Les cellules T activées expriment fortement
CDO95L et liberent les hématopoiétines, produisant donc des signaux de survie et de mort pour
les éosinophiles (Simon 2000). L’addition d’un anticorps monoclonal anti-Fas diminue la
viabilité induite par les hématopoiétines et I’ajout de I’TL-5 ne surmonte pas le déclenchement
de I’apoptose induite (Matsumoto et al. 1995; Tsuyuki et al. 1995).

Les éosinophiles humains expriment aussi le CD30, membre de la superfamille des TNFR, a
un niveau faible et constant. La liaison de CD30 engendre une diminution de la survie induite
préalablement par I’'IL-5 de fagon temps et dose dépendante en augmentant 1’apoptose. Comme
le CD95, I’addition de I’IL-5 n’inhibe pas le déclenchement de I’apoptose (Matsumoto et al.
2004).

Le CD69, un autre «death receptor », n’est exprimé de fagon temps et concentration
dépendante sur les éosinophiles que lorsque ceux-ci sont activés par les cytokines IL-3, IL-5,
IL-13 et GM-CSF (Luttmann et al. 1996; Walsh et al. 1996). En présence d’un anticorps
monoclonal contre le CD69, les éosinophiles subissent une apoptose méme en présence du
GM-CSF (Walsh et al. 1996).

Siglec 8, une molécule importante est montrée comme impliquée dans 1’apoptose des
¢osinophiles. En présence d’un anticorps anti-Siglec 8, une apoptose des éosinophiles a été

décrite. Cette apoptose est dépendante de la voie des caspases ainsi que la production des ROS
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aboutissant a des dommages mitochondriaux (Kiwamoto et al. 2012). Cette apoptose est

toujours présente méme en présence d’IL-5.

Comme nous 1’avons décrit ultérieurement, 1’IL-3, I’'IL-5 et le GM-CSF sont nécessaires
pour la survie des éosinophiles. Plusieurs messagers chimiques sont également responsables,
indirectement, d’une inhibition de I1’apoptose en induisant la Seécrétion autocrine des
hématopoieétines (IL-3, IL-5, ET GM-CSF). L’IFN-y, le CD40, le LPS, le TNF-a et le CD9
provoquent une production accrue de GM-CSF, d’IL-3 et d’I1L-13 (Giembycz et al. 1999). En
revanche, ’induction de I’apoptose par TGF-f est liée a I’absence de sécrétion de GM-CSF,
d’IL-3 ou d’IL-5. De méme, I’éotaxine (CCL11) un ligand du CCR3, favorise 1’éosinophilie
d’une fagon coopérative avec I’IL-5 (Collins et al. 1995; Mould et al. 1997).

Les cytokines dérivées des cellules épithéliales (TSLP, IL-25, IL-33) promeuvent
I’éosinophilie par la production d’IL-5. Ainsi le récepteur de TSLP est exprimé par les
éosinophiles aboutissant & la modulation de leur survie et leur activation (Wong et al. 2010).
L’TL-25 est produit aussi principalement par les cellules Th2 activées, les mastocytes et induit
la production des cytokines de type Th2 comme I’'IL-5 par les cellules Th2 et les cellules
lymphoides innées décrites récemment chez les souris incluant les nuocytes et les cellules
natural helper (Moro et al. 2010; Neill et al. 2010; Ikutani et al. 2012). De cette maniére, 1’IL-
25 peut amplifier le développement, le recrutement et la survie des éosinophiles dans les cas
d’allergies. Une expression importante d’IL-25 et une autre de son récepteur IL-25R ont été
détectées dans les biopsies bronchiques et de peaux de patients allergiques (Corrigan et al.
2011a), et les éosinophiles ont été identifiés eux-mémes comme source primaire de 1’IL-25
chez les patients atteints du Churg-Strauss syndrome (Terrier et al. 2010). L’IL-33 est un
membre de la famille de cytokine IL-1. Cette cytokine est exprimée par les cellules
épithéliales, les cellules endothéliales, les fibroblastes, et les adipocytes. L’IL-33 contribue
généralement a la synthése et la libération de I'lL-5 a partir de l'une ou plusieurs des cellules
cibles précitées, et favorise ainsi I'éosinophilie systémique (Cherry et al. 2008).
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CHAPITRE 3 : LES CELLULES NATURAL KILLER

3.1. Introduction

Les cellules Natural Killer (NK), cellules de I’immunité innée, ont ét¢ découvertes au
début des années 1970. Chez I’adulte, les cellules NK se développent principalement dans la
moelle osseuse a partir de cellules souches hématopoiétiques. Au cours de leur développement,
ces cellules acquierent un répertoire complexe de récepteurs activateurs et inhibiteurs, ainsi que
des récepteurs aux cytokines, chimiokines et d’autres récepteurs tels que les Toll-Like
Receptors (TLR). Lors de leur développement, les cellules NK sont également éduquées afin
d’étre tolérantes vis-a-vis du Soi a I’état basal. D’un point de vue fonctionnel, ces cellules sont
essentiellement impliquées dans les mécanismes de défense anti-infectieuse et anti-tumorale de
par leur capacité a lyser les cellules infectées ou tumorales et a produire des cytokines et
chimiokines. Parmi les cytokines produites par les cellules NK, certaines ont un rdle

déterminant dans I’orientation de la réponse immunitaire adaptative.

3.2. Développement, maturation et diversité des cellules NK chez ’homme
Les cellules NK dérivent de cellules souches hématopoiétiques CD34". Chez I’adulte, de
par son microenvironnement riche en cytokines, facteurs de croissance et cellules stromales, la
moelle osseuse est le principal site de formation des cellules NK. Le thymus, les ganglions

lymphatiques, le foie et la rate constituent également des sites de développement des cellules.

3.2.1. Développement et maturation des cellules NK humaines

Les cellules NK humaines sont phénotypiquement caractérisées par 1’expression du
CD56 et I’absence d’expression du CD3. Le niveau d’expression du CD56 a la surface des
cellules NK permet de les différencier en deux sous-populations fonctionnellement distinctes :
les cellules NK CD56"" et les cellules CD56%™. Dans cette partie, leurs localisations ainsi

que leurs propriétés seront décrites.

Un modele de développement des cellules NK humaines in vivo composé de cing stades
a été propose (Freud et al. 2006a) (Figure 14). Les trois premiers stades comportent des
cellules engagées dans la lignée des cellules NK mais qui sont aussi capables de se différencier
en d’autres types cellulaires tels que les lymphocytes T et les DC myéloides (mDC). Les stades

4 et 5 signent I’entrée définitive dans la lignée des cellules NK.
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a. Stade 1 : les pro-NK

Ce stade se développe a partir des précurseurs/progéniteurs hématopoietiques. Les
cellules pro-NK sont caractérisées par Pexpression du CD34 (CD34"%"), du CD10 et du
CD45RA et par I’absence d’expression du CD94, du CDI117 et du CD122. L’absence
d’expression du CDI122 sur ces cellules les rend donc non-réactives a I’IL-15. Qutre leur
présence dans la moelle osseuse, les pro-NK sont présentes dans les tissus lymphoides
secondaires, sites supportant également la différenciation des cellules NK (Freud et al. 2005;
Freud et al. 2006a).

Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4 Stage 5
CD122(-) CD122(+) Committed (CD56tre") (CD56%™)
HSC pro-NK pre-NK iNK K

&

CD34(+) CD34(+) CD34(+) CD34(-) CD34(-) CD34(-)
CD38(-) CD117(-) CD117(+#) CD117(+) CD117(+/-) CD117(-)
CD94(-) CD94(-) CD94(-) CD94(+)  CD94(+/-)
CD16(-) CD16(-) CD16(-) CD16(-) CD16(+)

Commitment to NK lineage

Functional maturation/transitioning

KIR acquisition

Figure 14 : Modele in vivo de développement des cellules NK humaines. Le modele de
développement des cellules NK humaines a partir de cellules souches hématopoiétiques (HSC)
de la moelle osseuse est composé de 5 stades. Ces derniers (encadré gris) pourraient se dérouler
dans les organes lymphoides secondaires. Les stades 1 et 2 ne sont pas spécifiques de la lignée
des cellules NK. Le stade 3 signe I’entrée définitive des cellules NK avec la perte de capacité
de développement en DC ou en cellules T. A partir de ce stade, les cellules NK subissent une
maturation fonctionnelle qui s’accompagne de 1’acquisition des répertoires KIR. D’aprés Freud
AG etal, 2006

b. Stade 2 : les pré-NK

L’absence d’expression du CD122 sur les pro-NK les rend non réactives a I’IL-15. Elles
acquierent cette caractéristique aprés différenciation en cellule pré-NK. Dans la moelle
osseuse, la différenciation des pro-NK en pré-NK semble dépendante de flt3 ligand, de c-kit
ligand, de I’IL-6 et de I’IL-7. En effet, des études a partir des précurseurs hématopoiétiques

CD34" humains ont montré que ces cytokines induisaient une augmentation de la fréquence de
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CD34" a I’IL-15/IL-2 (Yu et al. 1998; Miller et al. 1999), pouvant correspondre aux pré-NK
dans ce modéle. Dans les tissus lymphoides secondaires, la différenciation des pro-NK en pré-
NK semble faire intervenir flt3 ligand, I’IL-3 et I’'IL-7. En effet, in vitro, une partie de pro-NK
isolées de tissus lymphoides secondaires stimulées par la combinaison flt3-ligand/IL-3/1L-7
acquiert un phénotype de pré-NK et est capable de se différencier en cellules NK en réponse a
1I’IL-15 (Freud et al. 2006a).

Phénotypiquement, ces pré-NK sont notamment caractérisées par 1’acquisition de CD117
(c-kit) et par la diminution de 1’expression du CD34. Dans le sang périphérique, des cellules
CD34%™ CD45RA*B" 1" (pouvant correspondre aux pré-NK de ce modéle) expriment a leur
surface de forts taux de leukocyte function-associeted antigen-1 (LFA-1), L-séléctine et
d’intégrines a4 P7. Ces trois molécules pourraient faciliter 1’extravasation de ces cellules a
travers les High Endothelium venules (HEV) des ganglions lymphatiques. A 1’inverse, les
cellules CD34%™ CD45RA'B,"" présentes dans les tissus lymphoides secondaires expriment
peu ou pas la L-sélectine. Par conséquent, la L-sélectine pourrait étre impliquée dans
I’extravasation de ces cellules vers les ganglions lymphatiques et son expression serait
diminuée apres leur entrée. En terme de localisation, ces pré-NK représentent plus de 95% de
cellules CD34" dans les tissus lymphoides secondaires, alors qu’elles ne sont que trés
faiblement présentes dans la moelle osseuse (moins de 1%) et le sang (moins de 6%) (Freud et
al. 2005).

c. Stade 3 : les cellules NK immatures

Ce stade est caractérisé par la perte d’expression du CD34, du CD10 et des intégrines 7,
alors que I’expression du CD127 est augmentée. De plus les antigénes associées aux autres
lignées (CD3, CD4, CD5, CD19, CD14, CD123, BDCA-1, DC-SIGN...) sont totalement
absents de ces cellules. Néanmoins, la population du stade 3 est encore hétérogéne puisque
seule une fraction des cellules appartenant a ce stade s’engage dans la lignée de cellules NK.
Les cellules NK immatures expriment a des taux variables des marqueurs exprimeés par les
cellules NK matures tels que le CD2, le CD56, dont I’expression augmente graduellement du
stade 2 au stade 4, le CD161, le 2b4 (CD244) et le NKp44. Néanmoins, certains récepteurs
trouvés sur les cellules NK matures, tels que les récepteurs hétérodimériques CD94/NKG2, le
NKG2D, le NKp46, le CD16 ou les KIR ne sont pas encore exprimés (Freud et al. 2006a). Le
défaut d’expression de ces récepteurs est corrélé a un défaut fonctionnel. Ainsi, ces cellules ne
peuvent ni produire d’IFN-vy ni lyser les cellules cibles déficientes en CMH 1 (Trinchieri 1989;
Freud et al. 2006a). Néanmoins, des cellules NK immatures isolées et stimulées ex vivo par la

66



combinaison IL-2/PMA/lonomycine produisent du GM-CSF(Freud et al. 2006b). De plus des
cellules NK immatures générées in vitro par de fortes doses d’IL-2 produisent des cytokines de
type 2 (IL-13) et lysent des cellules Jurkat via 1’expression du Tumor necrosis factor-Related
Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL)(Zamai et al. 1998).

Dans les tissus lymphoides secondaires, la majorité des cellules de stade 3 CD34
CD117" CD161" CD94 expriment sélectivement et abondamment les ARNm de 1’IL-22
(cytokines Th17) et de I’IL-16 et produisent de I’IL-22 (marquage intracellulaire), cytokine
impliquée dans I’immunité de la muqueuse(Hughes et al. 2009). Une population de cellules
NK produisant de 1’11-22 et non pas d’IL-17 et exprimant le NKp44 a été caractérisée au niveau
de tissus lymphoides associés aux muqueuses tels que les plaques de Peyer. Les cellules
NKp44" sont également positives pour I’IL-26 et le LIF (Leukaemia inhibitory factor), deux
médiateurs qui activent, tout comme 1’IL-22, les cellules épithéliales. Ces cellules possédent
pour la plupart d’entre elles un récepteur CCR6 fonctionnel et sont capables de produire la
chimiokines CCL20, couple impliqué dans la migration des lymphocytes (B, TCD4" et Th17)
et des cellules dendritiques (DC) vers la muqueuse. Ainsi, la production de CCL20 par les
cellules NK22, promeut I’attraction de différents types cellulaires mais également leur propre

accumulation(Cella et al. 2009).

d. Stade 4 : les cellules NK CD56"" 9

Ce stade signe I’entrée définitive dans la lignée des cellules NK. Les facteurs permettent
la différenciation des cellules NK immatures en cellules NK CD56"" ne sont pas définis.
Bien que permettant la prolifération des cellules NK CD56""", I’IL-15 a été montrée comme
incapable d’induire cette différenciation in vitro, suggérant la nécessité d’autres facteurs
endogenes in vivo. Dans les tissus lymphoides secondaires, ces facteurs pourraient étre produits
par les lymphocytes T activés puisqu’une culture de cellules NK immatures en présence de
lymphocytes T autologues activés (combinaison d’anticorps activateurs anti-CD3 et anti-CD28
(anti-CD3/CD28) et d’IL-15 aboutit & la génération de cellules NK CD56°"9" (Freud et al.
2006Db).

D’un point de vue phénotypique, la progression vers ce stade est marquée par 1’acquisition du
récepteur inhibiteur CD94/NKG2A, du NKG2D, du NKp46, du CD122 et des granules de
perforine et par la diminution de ’expression de CD117, du CD127 et du CD33(Freud et al.
2006a). De plus, ces cellules n’expriment pas voire peu le CD16 et les récepteurs KIR. D’un
point de vue fonctionnel, leur contenu en granules intra-cytoplasmiques étant faible, ces

cellules sont peu cytotoxiques ex vivo mais sont tout de méme capables, pour la plupart, de tuer
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les cellules cibles via la perforine et Fas-ligand. De plus, de par leur abondante sécréetion de
cytokines (essentiellement I’IFN-y) apres stimulation, ces cellules apparaissent comme une
population régulatrice de la réponse immune(Cooper et al. 2001; Jacobs et al. 2001; Freud et al.
2006b).

En terme de localisation, les cellules NK CD56°"" représentent 90% des cellules NK
des ganglions lymphatiques et des amygdales, alors qu’elles ne représentent que 10% des
cellules NK du sang périphérique(Fehniger et al. 2003; Ferlazzo et al. 2004b). Ces cellules sont
également retrouvées au niveau des sites inflammatoires (par exemple dans le liquide pleural
de patients souffrant de maladies pulmonaires malignes ou infectieuses)(Dalbeth et al. 2004).
Certaines cellules du stade 4 sont encore déficientes en perforine et en IFN-y, suggérant
I’existence d’une étape de maturation supplémentaire(Freud et al. 2006a; Freud et al. 2006b).

e. Stade 5 : les étapes de maturation des cellules NK

Les cellules NK du sang périphérique peuvent étre divisées en 2 sous-population en
fonction du niveau d’expression du CD56 : les cellules CD56°"9 (stade 4) et les cellules NK
CD56%™ (Cooper et al. 2001). L es cellules NK CD56%™, exprimant faiblement le CD56 & leur
surface, expriment le CD16 et les récepteurs KIR (CD158a, CD158b...) et possédent de
grandes quantités de granules intra-cytoplasmiques contenant de la perforine et les granzymes
A. Ainsi, ces cellules sont tres cytotoxiques mais proliferent peu et produisent peu de
cytokines(Jacobs et al. 2001). Elles représentent 90% des cellules NK du sang périphérique, de
la moelle osseuse et de la rate.

Le lien entre ces deux sous-populations n’est pas clairement défini. Néanmoins, en 1986,

Lanier et son équipe ont proposé que les cellules NK CD56”"

sont les précurseurs des
cellules NK cellules CD56%™ (Lanier et al. 1986). Au moins huit observations renforcent cette

hypothése :

i.  Seules les cellules NK CD56°"9" du sang périphérique expriment le CD117 comme les
précurseurs hématopoiétiques(Matos et al. 1993).
ii.  Certaines cellules NK CD56""" du sang périphérique ne contiennent pas de granules
intra-cytoplasmiques, alors que toutes les cellules NK CD56%™ en possédent(Lanier et
al. 1986).
iii.  La culture de précurseurs CD34" en présence d’IL-2 et d’IL-15 conduit principalement
a la génération de cellules NK CD56”"" CD16™ KIR™ (Lotzova et al. 1993; Mrozek et

al. 1996).
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vi.

Vil.

viii.

Aprés transplantation de précurseurs CD34", les premiéres cellules issues de ces
précurseurs sont les cellules NK CD56"" les CD56%™
tardivement (Jacobs et al. 1992; Shilling et al. 2003; Vitale et al. 2004).

Dans le sang et les tissus lymphoides secondaires, les cellules NK KIR" sont

, N’apparaissant que plus

principalement présentes parmi la fraction cellulaire CD94"" CD16", indiquant que
I’acquisition des KIR est cumulative et stable et a lieu durant des événements tardifs de
maturation & la fois in vitro et in vivo (Valiante et al. 1997; Miller et al. 2001; Shilling
et al. 2002; Sivori et al. 2003; Vitale et al. 2004).

In vitro, les cellules NK CD56""™ du sang circulant sont capables de se différencier en
cellules NK CD56%™ partageant les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des
cellules NK CD56%™ du sang circulant. Cette différenciation ne touche que 30 & 40%
des cellules NK CD56°"" et nécessiterait une interaction entre le CD56 et le FGFR1
présent a la surface des fibroblastes. Cette différenciation est retrouvée in vivo ou la
quasi-totalité des cellules NK CD56”""™ injectées & des souris NOD-SCID se
différencient en cellules NK CD56%™ (Chan et al. 2007).

les cellules NK CD56%™ isolées du sang périphérique possédent des téloméres plus
courts que les cellules NK CD56" 1™
cellules NK CD56%™ seraient plus matures que les cellules NK CD56°"9™ (Chan et al.
2007).

Une étude récente a montré que, in vivo, la trans-présention de 1’'IL-15 conduit a la
différenciation des cellules NK CD56"" en cellules NK CD56%™. Ainsi, le transfert de
cellules NK CD56°"" CD16™ KIR™ (stade 4) & des souris BALB/c Rag2” y.'" traitées
avec I'IL-15 humain liée de facon covalente a IL-15Ro humain aboutit a la

, renforcant ainsi 1’hypothése selon laquelle les

différenciation en cellules NK CD16" exprimant pour certaines des récepteurs KIR.
L’IL-15 trans-présentée induit donc in vivo 1’expression des récepteurs KIR sur les
cellules NK CD56%™ CD16" et suggére que les récepteurs KIR sont exprimés aprés le
CDI16 et que I’acquisition de ces récepteurs KIR représente une étape encore plus

tardive dans la différenciation des cellules NK(Huntington et al. 2009).

Bien que la quasi-totalité des études supporte une différenciation des cellules NK

CD56°"M" en cellules NK CD56%™, une étude a proposé que les cellules NK CD56™"" du

sang périphérique représenteraient un stade activé plutdt qu’un stade immature. Les cellules

NK isolées du sang périphérique, majoritairement CD56%™, cultivées en présence d’IL-12 ont

une expression augmentée du CD56 et une expression diminuée du CD16, leur conférant ainsi

un phénotype de cellules NK CD56°". Tout comme les cellules CD56™""™ du sang
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périphérique, ces cellules possédent une expression accrue de récepteurs activateurs (NKp44 et
NKp46), du CD161 et de molécules d’adhérence/costimulation (CD2, CD62L, et CD244).
D’un point de vue fonctionnel, en réponse a des stimuli spécifiques (IL-12, NKp46, lignées
tumorales et activation du CD16), les cellules NK CD45""9"produisent davantage d’IFN-y et
de TNF-o comparativement aux cellules NK CD56%™. De plus ces cellules acquiérent la
capacité de produire de 1’TL-10 pouvant indiquer une entrée en apoptose, suggérant ainsi que
ces cellules sont a un stade terminal de différenciation. Enfin, la faible capacité cytotoxique de
ces cellules liée a la diminution des granules intra-cytoplasmiques serait attribuée a une récente

dégranulation in vivo (Loza et al. 2004).
3.2.2. Diversité des cellules NK humaines

Plusieurs différences phénotypiques et fonctionnelles existent entre les deux sous

populations des cellules NK.

i.  Récepteurs de cytokines : Ces deux sous-populations différent dans 1’expression de
récepteurs de cytokines et notamment le récepteur de 1’IL-2. Toutes les cellules NK
expriment un récepteur hétérodimérique d’affinité intermédiaire a I’'IL-2 (IL-2RPy)
(Cooper et al. 2001), mais seulement les cellules NK CD56"" expriment le récepteur
hétérodimérique de forte affinité (IL-2Rafy) (Caligiuri et al. 1990). Ces dernieres
expriment également le récepteur c-kit, favorisant leur prolifération et leur survie en
réponse & I’'IL-2 (Matos et al. 1993; Carson et al. 1994). Les cellules NK CD56""" sont
donc extrémement réceptives a 1I’'IL-2, et peuvent ainsi proliférer in vitro et in vivo en
réponse a de trés faibles concentrations de cette cytokine (Caligiuri et al. 1993). Au
contraire, les cellules NK CD56%™, n’exprimant que le récepteur hétérodimérique Py a
I’TL-2, et négatives pour c-kit, ne proliférent pas, méme en présence de trés fortes doses
d’IL-2 in vitro (Caligiuri et al. 1990).

ii.  Récepteurs de chimiokines et molécules d’adhésion : Les deux sous-populations des
cellules NK ont des localisations différentes dans 1’organisme (Walzer et al. 2011).
Cette distribution résulte probablement de 1’expression différentielle de récepteurs de
chimiokines et molécules d’adhésion par ces deux sous-populations (figure 15). Ainsi,
les cellules NK CD56"™ expriment les récepteurs CCR7, CXCR3 et la sélectine
CD62L expliquant leur localisation préférentielle dans les organes lymphoides
secondaires (Walzer et al. 2011). Les cellules NK CD56%™ n’expriment pas, quant a
elles, CCR7 et perdent progressivement 1’expression de CD62L au cours de leur

différenciation (Juelke et al. 2010).
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Figure 15: Récepteurs de chimiokines et molécules d’adhésion sur les cellules NK
humaines : Adaptée d’aprés Walzer et Vivier, 2011

Récepteurs des cellules NK (NKRs) et CD16 : Les mécanismes par lesquels les cellules
NK reconnaissent une cellule cible a éliminer et la distinguent d’une cellule saine a
tolérer sont complexes et encore non entiérement élucidées a ce jour (Caligiuri 2008).
Ces mécanismes comprennent un ensemble de signaux inhibiteurs et activateurs,
transmis par des récepteurs appelés Natural Killer Cell Receptors (NKRs). Chez
I’homme, les NKRs sont divisés en familles structurales: les récepteurs de type
immunoglobuline (ou KIRs: Killer-cell Immunoglobulin-like receptors) et les
récepteurs de type lectine-C (par exemple le CD94 couplé aux récepteurs
NKG2)(Cooper et al. 2001). Ces différents récepteurs, leurs ligands et la transduction
de leurs signaux seront décrits dans le prochain chapitre. L’expression de 1’ensemble de
ces récepteurs est différente pour les deux sous-populations de cellules NK. Ainsi, les
cellules NK CD56"9" n’expriment pas ou peu des KIRs, mais fortement le complexe
inhibiteur CD94-NKG2A. Le niveau d’expression de ces récepteurs est inversé pour les
CD56%™: majoritairement KIRs" et CD94-NKG2A.

Le CDI16, ou FcyRIIl, est le récepteur de faible affinité pour la chaine lourde des
immunoglobulines G. Il est responsable du phénomeéne de cytotoxicité dépendante des
anticorps (ADCC), que nous dériverons plus tard. Son expression difféere également
entre les deux sous populations des cellules NK humaines: les CD56"™" sont
majoritairement (a 50-70%(Cooper et al. 2001) négatives pour le CD16 (la faible
proportion de CD56°"" CD16") I’exprimant avec une faible densité) ; alors que plus de
95% des cellules NK CD56"™ sont des CD16°"™ et réalisent ainsi plus d’ADCC que
les CD56"9"™ (Cooper et al. 2001).
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3.3. Activation et inhibition des cellules NK / intégration des différents signaux

Contrairement aux lymphocytes T et B, les cellules NK n’expriment pas les enzymes
RAG-1 (Recombinase Activating Gene-1) et RAG-2 (Recombinase Activating Gene-2)
permettant a ceux-ci de réarranger et d’exprimer de fagon stochastique un récepteur spécifique
d’un antigéne particulier (Lanier 2005). Néanmoins les cellules NK sont capables de
reconnaitre et d’éliminer des cellules infectées ou des cellules tumorales. Leur systéme de
discrimination du Soi et du non-Soi ou du Soi altéré met en jeu des récepteurs capables
d’interagir avec les molécules du CMH I ainsi que d’autres récepteurs aux ligands mal connus.
Elles expriment un ensemble de récepteurs (activateurs et inhibiteurs) qui permettent a la

cellule NK de distinguer une cellule cible a éliminer d’une cellule saine a tolérer.

3.3.1. Lareconnaissance par la cellule NK

Par bien des aspects, les cellules NK sont plus proches des lymphocytes T CD8" que
d’autres cellules immunitaires innées (Narni-Mancinelli et al. 2011b). Leurs fonctions
effectrices sont relativement proches (Vivier et al. 2008): les cellules NK comme les
lymphocytes T CD8" cytotoxiques, peuvent lyser une cellule cible via la sécrétion de perforine
et granzymes. De plus, tout comme les lymphocytes T CD8" cytotoxiques et les T CD4" Thi,
les lymphocytes NK peuvent produire des quantités importantes d’IFN-y. Enfin, il a ét¢ montré
que la reconnaissance d’une cellule cible par une cellule NK requiert la formation d’une
synapse NK, comparable a celle mise en jeu entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice
d’antigéne. Cette synapse correspond a une organisation trés structurée des récepteurs
participant a la reconnaissance des micro-domaines membranaires de la cellule cible (Davis et
al. 1999; Lou et al. 2000; Vyas et al. 2001).

Cependant, les mécanismes de reconnaissance des cellules NK semblent plus complexes
que ceux des lymphocytes T, pour lesquels le TCR joue un rble nécessaire et quasi-suffisant,
entrainant la différenciation, P’activation et les fonctions effectrices de ces cellules.
L’activation des cellules NK n’est, en effet, pas gouvernée par un signal unique de ce type,
mais par l’intégration de trés nombreux signaux, parmi lesquels plusieurs pourraient étre
assimilés a ceux fournis par les molécules co-stimulatrices ou les molécules d’adhérence des
lymphocytes T (Lanier 2005).
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De nombreux récepteurs des cellules NK (NKRs), inhibiteurs et activateurs, ont ainsi été
caractérisés. Ces NKRS constituent le répertoire de reconnaissance des cellules NK (Raulet et
al. 2001; Stewart et al. 2006).

3.3.2. Les récepteurs des cellules NK

3.3.2.1. Lasuperfamille des lectines de type C

Les hétérodimeres CD94/ NKG2 : Ces récepteurs sont exprimés a la surface des cellules
NK sous la forme d’hétérodiméres. Ceux-Ci comprennent une sous-unité commune
invariante, le CD94, liée de facon covalente a une sous-unité codée par un gene de la
famille NKG2 (Lazetic et al. 1996; Brooks et al. 1997; Carretero et al. 1997). Alors que le
CD94 est un simple géne ne présentant pas ou peu de polymorphisme allélique (Chang et
al. 1995), la famille NKG2 comprend quatre génes NKG2A, NKG2C, NKG2E, NKG2D/F.
Le CD94 et les quatre génes sont colocalisés sur le chromosome humain 12p12.3-p13.1.
Les domaines extracellulaires et cytoplasmiques du NKG2A, NKG2C et NKG2E sont
structurellement divers, suggérant ainsi a la fois des différences dans la reconnaissance du
ligand et dans la transduction du signal (Houchins et al. 1991; Yabe et al. 1993;
Adamkiewicz et al. 1994; Plougastel et al. 1996; Plougastel et al. 1997). Concernant la
transduction du signal, celle-ci semble assurée par le récepteur NKG2 puisque le CD94 est
dépourvu de partie cytoplasmique (Chang et al. 1995). Les complexes CD94/NKG2A,
CD94/NKG2B (le NKG2B étant une forme alternative du NKG2A) et CD94/NKG2C
reconnaissent la molécule du CMH | non classique, HLA-E. Contrairement aux autres
molécules du CMH | qui fixent et présentent des peptides cytoplasmiques du Soi, les
molécules HLA-E fixent et présentent des peptides dérivés de séquences signal des
molécules du CMH | classiques HLA-A, HLA-B, HLA-C et de la molécule de CMH | non
classigue HLA-G. La fixation de ces séquences signal est indispensable pour la
stabilisation et I’expression membranaire des molécules HLA-E. Ainsi, une diminution de
I’expression des molécules du CMH I HLA-A, HLA-B, HLA-C et HLA-G mene a une
réduction de I’expression membranaire de la molécule HLA-E. L’interaction entre les
complexes CD94/NKG2 et la molécule HLA-E permet alors aux cellules NK de surveiller
indirectement ’expression des autres molécules du CMH I par une cellule donnée et de
surveiller directement I’expression de la molécule HLA-E en elle-méme (Braud et al. 1997;
Borrego et al. 1998; Braud et al. 1998a; Braud et al. 1998b; Lee et al. 1998; Llano et al.
1998). Chez la souris, les complexes hétérodimériques CD94/NKG2A, CD94/NKG2C et
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CD94/NKG2E reconnaissent une molécule proche du HLA-E : la molecule Qa-1 (Vance et
al. 1998). Hormis la reconnaissance d’un ligand différent et leur localisation
chromosomique différente (chromosome 6), les complexes murins CD94/NKG2 présentent

les mémes caractéristiques structurales et fonctionnelles que leurs homologues humains.

D’un point de vue fonctionnel, seuls les hétérodimeéres CD94/NKG2A et CD94/NKG2B
sont inhibiteurs. Au niveau de leur domaine cytoplasmique, ces complexes présentent des
motifs Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs (ITIM). Aprés phosphorylation de
la tyrosine de ce motif, des phosphates et plus particulierement SHP-1, sont recrutées,
conduisant ainsi a la transduction d’un signal négatif (Lanier 1998). Les hétérodimeéres
CD94/NKG2C et CD94/NKG2E sont, quant a eux, des récepteurs activateurs. Ces
récepteurs ne contiennent pas de motifs ITIM dans leur domaine cytoplasmique, mais sont
associés a la protéine DAP12 contenant des motifs Immunoreceptor Tyrosine-based
Activating Motif (ITAM), relayant ainsi des signaux activateurs aboutissant a la fois a la
sécréetion de cytokines/chimiokines et a la cytotoxicité (Lanier L.L 2008) (Figure 16).
Généralement, que ce soit pour les complexes CD94/NKG2 ou les autres récepteurs
impliqués dans la reconnaissance des molécules du CMH 1 (tels que les KIR humains qui
feront 1’objet d’une description ultérieure), la fixation du CMH 1 sur les récepteurs

activateurs est de plus faible affinité, suggérant ainsi une dominance de 1’inhibition (Lanier

1998; Bryceson et al. 2006).

Le NKG2D : Contrairement aux autres membres de la famille NKG2, le NKG2D
s’exprime sous forme d’homodimeres et ne contient aucun motif de signalisation connu
dans son domaine intracellulaire. Ainsi, le NKG2D s’associe a des protéines adaptatrices
via des résidus chargés dans son domaine transmembranaire. Que ce soit chez I’lhomme ou
chez la souris, le NKG2D forme un complexe avec la protéine adaptatrice DAP10 (Wu et
al. 1999; Nausch et al. 2008). Contrairement a la protéine adaptatrice DAP12, DAP10 ne
contient aucun des motifs ITAM mais un autre motif permettant le recrutement de la PI-
3Kinase (PI3K) et du complexe Grb2-Vav, relayant des signaux activateurs aboutissant
uniquement a la cytotoxicité (Lanier 2008) (Figure 17). Chez la souris, le NKG2D
s’associe également avec la protéine adaptatrice DAP12 (Rosen et al. 2004). Chez
I’homme, le NKG2D fixe des membres de la famille RAET-1 et les membres de la famille
MIC (MICA et MICB). Les membres de la famille RAET-1 ont été initialement référencés
comme les protéines ULBP (human cytomegalovirus UL16 binding protein) (Nausch et al.
2008). Cette famille comporte six protéines fonctionnelles (Radosavljevic et al. 2002;

Eagle et al. 2009). Bien que les transcrits de ces genes sont detectés dans les cellules de
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différents tissus (cceur, poumon, foie...) non touchées par une infection virale ou par un
processus de tumorigénése, ’expression de la protéine a leur surface est quant a elle
absente (Cosman et al. 2001), suggérant ainsi I’existence d’un mécanisme de régulation
post-transcriptionnelle ou post-traductionnelle. MICA et MICB sont hautement
polymorphiques : 61 alléles pour MICA et 30 alleles pour MICB ont été décrits (Nausch et
al. 2008). Leur capacité a fixer le NKG2D differe en fonction des alléles (Steinle et al.
2001). Les transcrits MICA et MICB sont également trouvés dans de multiples tissus, a
I’exception du systeme nerveux central (Schrambach et al. 2007). Les protéines MICA et
MICB sont, quant a elles, faiblement exprimées dans les tissus normaux. En revanche, leur
expression est augmentée a la surface des cellules stressées ou tumorales (Nausch et al.
2008).
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Figure 16: Transduction du signal via les séquences ITAM et conséquences
fonctionnelles sur les cellules NK. Suite a 1’activation du récepteur, les motifs ITAM (Y :
résidus tyrosine a ’intérieur des domaines ITAM) sont phosphorylés probablement par des
kinases de la famille Src. Syk et/ou ZAP-70 (a la fois exprimées par les cellules NK murines et
humaines) sont recrutées au niveau des ITAM phosphorylés, initiant ainsi la cascade de
signalisation décrite. Ces voies de signalisation sont hypothétiques et sont le résultat d’une
syntheése de différentes études réalisées sur les cellules NK humaines et murines. L’activation
des recepteurs contenant de motifs ITAM ou étant associes a des moléecules adaptatrices
portant ces motifs aboutit a la dégranulation des cellules NK mais également a la transcription
de geénes codant des cytokines et des chimiokines. D’apres Lanier LL, 2008.
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Figure 17 : Transduction du signal via la molécule adaptatrice DAP10 et conséquences
fonctionnelles sur les cellules NK. Le récepteur NKG2D ne contient pas d’ITAM mais est
associé a la molécule adaptatrice DAP10 contenant un motif YINM dans son domaine
cytoplasmique. Apres engagement du récepteur, ce motif est phosphorylé et recrute la PI3K et
le complexe Grb2-Vav1-SLP76, induisant alors la cascade de signalisation décrite qui aboutit a
la dégranulation de la cellule NK. D’aprés Lanier LL, 2008.

3.3.2.2.  Les récepteurs de la superfamille des immunoglobulines

Les récepteurs KIR : Ces récepteurs sont absents chez la souris mais présents chez I’homme
ou les genes codant ces protéines sont localisés sur le chromosome 19913.4 au niveau du
cluster des récepteurs leucocytaires. En fonction du nombre de domaines extracellulaires 1g-
like, ces récepteurs peuvent étre divisés en deux sous-familles. Ainsi, la sous-famille KIR3D
contient trois domaines Ig-like, alors que les structures KIR2D n’en contiennent que deux
(Lanier 1998). Actuellement, quatorze KIR ont été identifiés avec une prédominance de
KIR2D (Tableau 1). Outre le nombre de domaines Ig-like extracellulaires variables, ces
récepteurs different également au niveau de la longueur de leur domaine cytoplasmique.
Cette divergence caractérise les formes inhibitrices et activatrices. Ainsi les récepteurs a
domaine intracellulaire long (KIR2DL et KIR3DL) contiennent deux motifs ITIM
responsables du recrutement de phosphatases (SHP1 et SHP2), relayant ainsi un signal
inhibiteur (Binstadt et al. 1996; Burshtyn et al. 1996; Valiante et al. 1996). En revanche, les
récepteurs a domaine intracellulaire court (KIR2DS et KIR3DS) sont dépourvus de

séquences ITIM, mais possedent un acide aminé chargé (Lysine) dans leur domaine
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transmembranaire (Biassoni et al. 1996). Cet acide aminé fixe la protéine adaptatrice

DAP12, relayant ainsi un signal activateur (Olcese et al. 1997; Lanier et al. 1998).

Les récepteurs inhibiteurs KIR2DL, KIR2DL2 et KIR2DL3 reconnaissent la molécule
de CMH I classique HLA-C.

Les récepteurs activateurs KIR2DS1, KIR2DS2 et KIR3DS1 possédent des similarités de
séquences dans leur domaine extracellulaire avec leurs contreparties inhibitrices
correspondantes (respectivement KIR2DL1, KIR2DL2/KIR2DL3 et KIR3DL1), suggérant
des spécificités de fixation de ligands communes. Ainsi, KIR2DS1 fixe faiblement I’HLA-
C de groupe 1 relayant ainsi un signal positif, alors que KIR2DS2 fixerait faiblement
I’HLA-C de groupe 2 (Biassoni et al. 1997; Stewart et al. 2005; Chewning et al. 2007,
Foley et al. 2008). Le récepteur KIR2DL4 est un KIR particulier car il est a la fois
inhibiteur et activateur (Moretta et al. 2008). Ce récepteur KIR contient a la fois un motif
ITIM dans son domaine cytoplasmique et un acide aminé chargé (Arginine) dans son
domaine transmembranaire (Cantoni et al. 1998; Ponte et al. 1999; Rajagopalan et al. 2001;
Faure et al. 2002; Kikuchi-Maki et al. 2005).

KIR Original denominations lg-like domains Charged in TM region ldentified ligand

2011 p58.1, nkat| DI-D2 HLA-C® (e HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5, -Cwé)
2012 p58.2, nkaté DI-D2 HLA-CA™ (.0 HLA-Cwl, -Cw3, -Cw7, -Cw8)
2013 p58.2, nkat2 DI-D2 HLA-CA5™™ (e.g. HLA-Cwl, -Cw3, -Cw7, -Cw8)
2014 p49, 103AS D0-D2 Arg HLA-G, -A3, -B46

20L5 D0-D2 i

2051 pS0.1 DI-D2 Lys HLA-C=#0

D52 pS02, nkat5 DI-D2 Lys (HLA-C"="8%

2053 nkat/ DI-D2 Lys !

2054 p50.3, nkat8 DI-D2 Lys !

2055 nkat% DI-D2 Lys !

30LI p70, NKBI, nkat3 DO-DI-D2 HLA-B®™ (e.g HLA-B27)

3DL2 p 140, nkat4 DO-D-D2 HLA-A3, -Al |

3DL3 KIRCI, KIR3DL7, KIR44 DO-D-D2 i

3051 nkat10 DO-D1-D2 Lys

Tableau 1 : Principales caractéristiques des KIR humains. D’aprés Moretta A et al, 2008.

Les récepteurs ILT/LIR (Immunoglobulin Like Transcripts/Leucocytes lg Like
Receptors) : Ces récepteurs sont proches des KIR a la fois génétiqguement, structurellement
et fonctionnellement. Contrairement a ces derniers, ils n’ont pas une expression restreinte
aux cellules NK et a certains lymphocytes T. En effet, ceux-ci sont également exprimés sur
les monocytes, les lymphocytes B et les cellules dendritiques (DC). D’un point de vue
structural, les protéines ILT/LIR sont caractérisees par la présence de deux ou quatre
domaines extracellulaires Ig-like (figure 18). Ainsi, les LIR1, 2, 3,4, 6a, 7 et 8 et les ILT7 et

8 possédent 4 domaines extracellulaires 1g-like, alors que LIRS et 6b n’en possédent que
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deux (Colonna et al. 1999). Comme les récepteurs KIR, la longueur de leur domaine
cytoplasmique définit le type de signal (activateur ou inhibiteur) qu’ils relaient. Ainsi, les
LIR1, 2, 3,5 et 8 possedent un long domaine cytoplasmique contenant deux a quatre motifs
ITIM responsables du recrutement de la tyrosine phosphatase SHP-1, relayant ainsi un
signal inhibiteur(Arm et al. 1997; Cella et al. 1997; Colonna et al. 1997; Cosman et al.
1997; Colonna et al. 1998; Fanger et al. 1998). Un autre groupe de récepteurs comprenant
les ILT, ILT1-like protein, ILT7, ILT8, et LIR6 possede un domaine cytoplasmique court
dépourvu de motifs ITIM. En revanche, ces récepteurs possedent un acide aminé chargé
(arginine) dans leur domaine transmembranaire (Borges et al. 1997; Samaridis et al. 1997).
Les ILT1, LIR6 et ILT7 s’associent avec le FceRI-y, relayant ainsi des signaux stimulateurs
(Colonna et al. 1999; Nakajima et al. 1999). Le résidu arginine présent dans le domaine
transmembranaire de ces ILT/LIR pourrait étre crucial dans cette association (Colonna et al.
1999). Enfin, une troisieme catégorie comprenant uniquement LIR4 ne posséde ni domaine
cytoplasmique, ni domaine transmembranaire suggérant que ce récepteur pourrait étre
sécrété (Arm et al. 1997; Borges et al. 1997; Colonna et al. 1997).

Seuls les LIR1/ILT2 et LIR7/ILT1 semblent exprimés par les cellules NK. LIR1 appartient
au groupe des récepteurs inhibiteurs. Il posséde quatre domaines extracellulaires Ig-like et 4
motifs ITIM intracellulaires. Ce récepteur interagit a la fois avec des molécules du CMH 1
classiques et non classiques. Ainsi, il interagit avec une large variété de molécules
classiques HLA-A et —B alors qu’une faible interaction avec le HLA-C est observée (Borges
et al. 1997; Colonna et al. 1997; Cosman et al. 1997; Colonna et al. 1998; Fanger et al.
1998). Concernant les molécules du CMH | non classiques, ce récepteur est capable de fixer
I’HLA-G et 'HLA-E. L’HLA-G étant sélectivement exprimée sur le trophoblaste, son
interaction avec LIR1 pourrait inhiber les leucocytes déciduels, contribuant ainsi a la
tolérance materno-feetale (Colonna et al. 1997; Colonna et al. 1998; Allan et al. 1999;
Colonna et al. 1999). L’interaction avec ’HLA-E permet, comme pour certains complexes
CD94/NKG2, de tester I’expression générale des molécules de CMH 1 pour une cellule.
Outre les molécules du CMHI, ce récepteur reconnait la protéine UL18 synthétisée par le
cytomeégalovirus humain (Cosman et al. 1997). L’expression de la protéine UL18 a la
surface des cellules infectées n’est pas clairement définie pour le moment. De ce fait, cette
molécule a été principalement étudiée dans des cellules transfectées avec la protéine UL18.
Ainsi, UL18 inhibe les cellules NK LIR1", alors que les cellules LIR1 sont activées
(Prod’homme et al. 2007).
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Figure 18: La famille des récepteurs MIR/LIR/ILT. En fonction de leurs domaines
cytoplasmiques et transmembranaires, ces récepteurs sont classés en trois groupes : les
récepteurs inhibiteurs contenant dans les domaines cytoplasmiques des motifs ITIM, les
récepteurs activateurs associés au FcRy comportant des motifs ITAM et le récepteur soluble ne
contenant aucun domaine cytoplasmique et transmembranaire. D’aprés Colonna M et al, 1999.

3.3.2.3. Les NCR (Natural Cytotoxicity Receptor)

Les NCR sont des récepteurs Ig-like activateurs impliqués dans la reconnaissance et la
lyse des cellules tumorales (Pessino et al. 1998; Cantoni et al. 1999; Pende et al. 1999). Quatre
NCR ont été décrits : NKp30 (CD337), NKp44 (CD336) et NKp46 (CD335) (Figure 19) et
NKp80. Ce sont des protéines qui ont une faible homologie entres elles mais qui présentent
des conséquences similaires sur 1’activité des cellules NK. Le ou les ligands exprimés par les
cellules tumorales ne sont pas clairement identifiés. Néanmoins, les structures
héparine/héparane sulfate ont été suggérées comme étant des ligands, mais les conséquences
fonctionnelles de ces interactions sont controversées (Bloushtain et al. 2004; Warren et al.
2005; Hershkovitz et al. 2007; Hecht et al. 2009). Le NKp30 a récemment été montré comme
fixant une molécule nouvellement caractérisée, la molécule B7-H6 membre de la famille B7,
présente a la surface de diverses lignées de cellules tumorales mais pas a la surface des cellules
normales (Brandt et al. 2009).

Le gene codant le NKp30 est situé sur le chromosome humain 6 dans la réegion HLA 111.
Le récepteur NKp30 est caractérisé par un domaine extracellulaire de type V et un domaine
transmembranaire contenant un acide aminé chargé (Arginine) (Moretta et al. 2000). Ce résidu
(Arginine) permet 1’association du NKp30 avec les polypeptides CD3( et FceRy (Moretta et al.
2004) relayant ainsi un signal activateur permettant a la cellule NK d’exercer ses fonctions.

Son expression est coordonnée a celle de NKp46 puisque les cellules NKp46™9" sont aussi
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NKp30™". Ce récepteur est exprimé par toutes les cellules NK (Pende D 1999). Le NKp30 ne
reconnait pas les hémagglutinines virales (Arnon et al. 2001), mais reconnait les protéines pp65
exprimée a la surface du cytomégalovirus humain. Cette interaction inhibe la cytotoxicité
induite normalement par ’interaction du NKp30 avec son ligand, et ce par dissociation du
NKp30 et du CD3( (Arnon et al. 2005). Le NKp30 est également impliqué dans le cross-talk
DClcellules NK qui sera discuté ultérieurement.

Le géne codant le NKp44 est situé sur le chromosome humain 6. Le récepteur NKp44 est
caractérisé par un domaine extracellulaire de type V et un domaine transmembranaire
contenant un acide aminé chargé (lysine) (Cantoni et al. 1999; Moretta et al. 2000). Cette
Lysine permet 1’association du NKp44 avec les protéines adaptatrices KARAP/DAP12
contenant un motif ITAM (Moretta et al. 2004), relayant ainsi un signal activateur. Chez
I’homme ce récepteur est exprime sur les cellules NK stimulées par I’TL-2, les cellules NK22 et
sur certains clones de cellules Tyd (Vitale et al. 1998; Cella et al. 2009). Aucun orthologue
murin n’a été¢ identifi¢ pour le NKp44. Outre son implication dans la lyse des cellules
tumorales, le NKp44 reconnait les hémagglutines virales (Arnon et al. 2001; Ho et al. 2008),
les glycoprotéines de I’enveloppe des virus de la Dengue et du West Nile (Hershkovitz et al.
2009), les bactéries appartenant au genre Mycobacterium et les bactéries Norcadia farcinica et

Pseudomonas aeruginosa (Esin et al. 2008).

Le géne codant le NKp46 est situé sur le chromosome humain 19 au niveau du cluster
leucocytaire. Le récepteur NKp46 posséde deux domaines extracellulaires Ig-like, un domaine
transmembranaire contenant un acide aminé (Arginine) et un domaine cytoplasmique dépourvu
de motifs impliqués dans le relais d’un signal activateur (Pessino et al. 1998; Moretta et al.
2000). Ainsi, I’arginine permet 1’association du NKp46 avec les polypeptides de signalisation
CD3( et FceRy contenant des motifs ITAM (Moretta et al. 2004), relayant ainsi un signal
activateur. Un homologue murin, dont le géne se situe sur le chromosome 7, a été identifié
(Biassoni et al. 1999). Que ce soit chez I’lhomme ou chez la souris, 1’expression du NKp46 a
été décrite comme restreinte et constitutive aux cellules NK. De ce fait, ce récepteur a été
suggéré comme un marqueur spécifique des cellules NK quelle que soit I’espéce (Walzer et al.
2007a). Cependant deux exceptions ont été signalées : le NKp46 peut étre exprimé a la surface
de certains lymphocytes T tels que les lymphocytes T CD8* CD56 activés par I'IL-15 (Correia
et al. 2009) ou sur des cellules lymphoides innées de la muqueuse qui expriment le facteur de
transcription retinoid-related orphan receptor (ROR)-yt, et produisent de 1’IL-22 (Narni-
Mancinelli et al. 2011a). De plus, les cellules NKp46™ présentes au niveau des tissus

lymphoides associés aux muqueuses produisent de I’IL22, sont peu cytotoxiques et expriment
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faiblement le NK1.1, caractéristiques différentes des cellules NK conventionnelles (Cella et al.
2009; Luci et al. 2009; Sanos et al. 2009; Satoh-Takayama et al. 2009). Outre son implication
dans la lyse des cellules tumorales, le NKp46 reconnait les hémagglutinines virales
(hémagglutinines du virus influenza et hémagglutinines du virus neuraminidase du virus de
Sendai) (Mandelboim et al. 2001).

Le NKp80 est le dernier membre identifié de la famille des NCR (Vitale 2001). Cette
protéine forme un homodimére composé de deux protéines a la surface de la cellule. Elle est
exprimée de maniére corrélée avec les autres NCR de sorte que les NCR™" expriment
fortement NKp80 et les NCR™"' ne le présentent pas. En 2008, activation-induced C-type lectin
(AICL) a été identifié comme ligand de NKp80 (Welte et al. 2006). Cette protéine est
fortement exprimée par les monocytes, macrophages et granulocytes via différents Toll (TLR-
2, -3, -4, -6, -9) et semble promouvoir la sécrétion du TNF-a lorsqu’il est stimulé. L’expression
d’AICL par les monocytes pourrait étre reconnue par les cellules NK et permettrait un controle
de ces populations au cours des phases inflammatoires. Ces différentes données impliquent les
cellules NK dans les mécanismes régulateurs des populations immunitaires au cours de la

réponse inflammatoire.

NKp46 NKp30 NKp44
Figure 19: Structure des
C: (‘ ’ NCR. Les polypeptides de
— H H signalisation qui sont associés
+?? = +%? 2= ‘?3. = aux différents NCR  sont
¢galement cités. D’apres
T d Fecriy SARIE Moretta A et al, 2004.
I 1
| |
CD3¢ CD3¢

Domaine extracellulaire  Domaine extracellulaire ITAM
de type V Ig-like
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3.3.2.4.  Les récepteurs de Fc des immunoglobulines

Les récepteurs Fc sont exprimés par de nombreux types cellulaires incluant les
macrophages, les monocytes, les granulocytes, les neutrophiles et plus particulierement les
cellules NK (Trinchieri and Valiante, 1993). Ces protéines ont une fonction de reconnaissance
des fragments constants (Fc) des anticorps présents a la surface des pathogénes (bactérie,
cellules infectées par un virus ou celles tumorales). Ces protéines de la superfamille des Ig sont
subdivisées en trois groupes : les récepteurs Fcy, Fca, Fce, dont le profil d’expression est
différent d’un type cellulaire a 1’autre. Chaque sous-groupe de récepteur Fc reconnait un type
d’anticorps différent (IgG, IgA et IgE respectivement). La reconnaissance du fragment Fc

induit I’ADCC des cellules NK.

Les cellules NK sont caractérisées en partie par le niveau d’expression d’un récepteur de
fragment Fc (CD16, FcRylIll), comme décrit précédemment. Le récepteur FcRyIII est un
récepteur de faible affinité pour les 1gG. Par conséquent, il est nécessaire pour la cellule NK
d’interagir avec un grand nombre d’anticorps pour pouvoir initier cette voie d’activation. Le
CD16 s’associe au CD3( ou la sous-unité FceRIy au niveau intracellulaire pour aboutir a
’activation de Syk et ZAP70. L’activation de la cellule NK par la voie ADCC stimule la
sécrétion d’IFN-y et I’induction de la cytotoxicité cellulaire par la libération de granules
contenant les granzymes B/perforine. Certains individus peuvent exprimer le récepteur FcyRII
ou CD32 a la surface de leurs cellules NK (Morel et al. 1999) renforgant les fonctions
d’ADCC.

3.3.25.  Les récepteurs Toll

Les récepteurs TLR appartiennent a la famille des récepteurs reconnaissant des motifs
moléculaires conservés ou PRR (Pattern-Recognition Receptors). Les TLR reconnaissent des
molécules ou protéines (appelés PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Patterns) dont
I’expression est conservée dans de nombreux micro-organismes, notamment les bactéries ou
les parasites. Ces récepteurs sont exprimés par de nombreuses cellules immunitaires et
contribuent a I’efficacité de la réponse innée. Chez les cellules NK, la présence d’ARNm des
TLR1-10 a été reportée (Lauzon et al. 2006) mais le nombre de TLR fonctionnels est plus
limité. Les cellules NK stimulées par les ligands du TLR2 (peptidoglycanes, KpOmpA), TLR3
(Poly I : C), TLR4 (LPS), TLR5 (flagellin), TLR9 (CPG, ODN A et ODN B) et TLR7/TLRS
(R-848 et ARN HIV) répondent par une production notable et variable d’IFN-y et de TNF-a.
(Becker et al. 2003; Chalifour et al. 2004; Schmidt et al. 2004; Sivori et al. 2004; Schlaepfer et
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al. 2008). De plus, leur activité cytotoxique est accrue et leur activation permet par la suite une

meilleure stimulation de I’immunité adaptative.
3.3.2.6.  Les récepteurs de la famille SLAM

Les cellules NK expriment trois membres de la famille SLAM : 2B4 (CD244), NTB-A et
CRACC (CD319) chez I’homme et 2B4 et CRACC chez la souris. Seul 2B4 a un ligand
spécifique de la sous-famille CD2 (CD48, exprimé par les cellules hématopoiétiques) et les
autres protéines de cette famille transmettent leur signal par des interactions homotypiques
(Veillette 2006).

Chez I’homme, 2B4 agit en tant que co-receptor. En effet, des expériences de lyses
redirigées ont montré que la présence seule de 2B4 ne permettait pas I’activation du
lymphocyte NK alors que sa stimulation conjointe avec la voie NKp46 permettait un signal

activateur plus intense (Sivori et al. 2000).
3.3.2.7. Le récepteur DNAM-1

Le récepteur DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1, CD226) est un membre de la
super famille des Ig exprimé par 1’ensemble des cellules NK mais aussi les lymphocytes T, B
et les monocytes. Les ligands de ce récepteur sont le CD112 (récepteur du virus de la polio,
PVR) et le CD155 (nectine-2) (Tahara-Hanaoka et al. 2004). DNAM-1 s’associe a LFA-1 a la
surface des cellules NK ce qui permet de favoriser la phosphorylation des résidus tyrosines
présents dans la partie intracellulaire de la protéine lorsqu’elle reconnait son ligand. La
phosphorylation de DNAM-1 est dépendante de Fyn et a pour conséquence une augmentation

de la sécrétion d’TFN-y et de la cytotoxicité des cellules NK.

De plus, les propriétés migratoires des monocytes font intervenir DNAM-1 et CD155 et il est
envisageable que ces protéines exercent le méme role chez les cellules NK. L’expression de
CD112 et CD155 est augmentée dans de nombreux types de cancer notamment dans les
mélanomes (Chan et al. 2009) ou les carcinomes ovariens (Carlsten et al. 2009) ce qui implique

directement DNAM-1 dans les fonctions anti-tumorales des cellules NK.
3.3.2.8.  Le récepteur CD2

Le récepteur CD2 est une glycoprotéine transmembranaire de 50 kDa qui s’associe au
CD3( pour assurer sa signalisation (Moingeon et al. 1992). Il a pour ligand la protéine
d’adhésion LFA-3 (CD58) et joue un role primordial dans la formation d’une synapse
immunologique (SI).
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3.3.3. Situations pathologiques reconnues par les cellules NK

Le groupe de K. Karre a montré dans les années 90 une propriété emblématique
concernant les cellules NK. Il s’agit de la reconnaissance de missing-self ou soi-manquant. En
effet, les cellules NK sont capables de reconnaitre des cellules qui ont diminué 1’expression a
leur surface des molécules de CMH 1, processus fréquent lors d’une transformation tumorale
ou lors d’une infection (Karre et al. 1986; Karre 2008). Cette reconnaissance est due a une
levée d’inhibition de la cellule NK dont les récepteurs inhibiteurs des molécules de CMH I ne

reconnaissent plus, ou reconnaissent moins de ligands.

Récemment, il a été montré également que les cellules NK sont capables de reconnaitre
deux autres situations pathologiques : le stress-induced self ou soi induit par le stress et
[’infectious non-self ou non-soi d origine infectieuse (Luci et al. 2008) (figure 20). L’archétype
du récepteur impliqué dans le stress-induced self est la molécule NKG2D dont les ligands sont
induits par un stress cellulaire provogué par une infection virale ou un processus de
tumorigénése (Diefenbach et al. 2000). L ’infectious non-self est illustré de fagon classique par
I’interaction entre Ly49H et la protéine virale m157 (Arase et al. 2002). Il apparait aujourd’hui
que ces trois théories sont étroitement liées, et que 1’activation des cellules NK et dictée par

I’ensemble des signaux activateurs et inhibiteurs qu’elles recoivent.
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Figure 20: Balance entre les signaux inhibiteurs et activateurs qui régulent les fonctions
des cellules NK. L’activation des cellules NK est régulée par les signaux activateurs et
inhibiteurs qu’elles pergoivent. La diminution de I’expression du CMH I, la surexpression de
ligands de récepteurs activateurs, ainsi que 1’expression de molécules d’origine infectieuse sont
autant de signaux activateurs pour les cellules NK. D’aprés Luci C et Tomasselo E, 2008.
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3.4. Homéostasie des cellules NK

3.4.1. Distribution des cellules NK

Les cellules NK sont des cellules de I’'immunité innée trés mobiles, réparties dans les
tissus lymphoides et non-lymphoides de I’organisme. Ces cellules sont majoritairement
produites dans la moelle osseuse. Suite a leur développement, elles rejoignent la périphérie via
la circulation sanguine. Elles représentent, en effet, 3 a 10% des lymphocytes du sang, de la
rate, du foie et des poumons, et sont présentes en fréquences plus faibles dans les ganglions
lymphatiques et le thymus (a 1’état basal) (Gregoire et al. 2007). 1l est intéressant de noter un
recrutement massif des cellules NK au niveau de ’utérus lors d’une grossesse (Moffett-King
2002). Les cellules NK sont aussi présentes mais en faible densité au niveau des interfaces
muqueuses comme la lamina propria intestinale ou le derme (Cella et al. 2009; Luci et al.
2009). Au niveau des poumons, elles sont localisées pres des petites et des moyennes bronches
(Barnig et al. 2013).

3.4.2. Circulation des cellules NK

Les cellules NK doivent sortir de la moelle osseuse pour rejoindre la circulation
sanguine. Cette sortie s’opere par la migration vers un compartiment intermédiaire constitué¢
par les sinusoides veineux de la moelle. En 2007, il a été montré que 1’export des cellules NK
de la moelle osseuse dépend du récepteur S1Ps, qui fait partie d’une famille de cinq récepteurs
couplés aux protéines G, les récepteurs du sphingosine-1 phosphate (S1P) (Walzer et al.
2007b). Le S1P est un lipide présent a la fois au niveau intracellulaire et extracellulaire. Dans
sa forme extracellulaire, il est véhiculé par I’albumine et les lipoprotéines dans le sang et la
lymphe. L’action de différentes enzymes qui métabolisent ou catabolisent le S1P maintient un
gradient de S1P avec une concentration forte dans le sang et une faible concentration dans les
tissus, en particulier lymphoides (Schwab et al. 2007). L’expression de S1Ps augmente de
facon graduelle chez les cellules NK lors de leur maturation pour atteindre un maximum dans
les cellules NK CD56%™ chez I’homme (Walzer et al. 2007b). Dans les souris déficientes pour
S1Ps, les cellules NK matures s’accumulent dans la moelle osseuse et les ganglions et
diminuent dans le sang, la rate, le foie et les poumons. En 2001, une étude avait montré que
S1Ps est nécessaire pour la sortie des cellules NK a la fois de la moelle osseuse et des

ganglions lymphatiques (Mayol et al. 2011).

D’une fagon coordonnée a 1’augmentation de S1Ps, les cellules NK humaines diminuent
leur expression en CXCR4 en surface au cours de leur maturation. CXCR4 est le récepteur de
la chimiokine CXCL12, produite en quantité tres importante dans le stroma de la moelle
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osseuse, permettant notamment une rétention des cellules souches hématopoiétiques.
Lorsqu’un inhibiteur de CXCR4 est injecté a des souris, les cellules NK sont recrutées de fagon
importante vers la périphérie, ce qui montre que CXCR4 et S1Ps régulent de facon opposée la

sortie des cellules NK.

Les cellules NK sont capables de circuler rapidement pour joindre les tissus enflammés
en réponse a une infection virale ou bactérienne (Walzer et al. 2011), ou en cas d’allergic ou
d’auto-immunité (Schleinitz et al. 2010; von Bubnoff et al. 2010). L’utilisation des souris
déficientes pour ces chimiokines ou pour leurs récepteurs, a permis de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires permettant le recrutement des cellules NK dans différentes situations

inflammatoires, et ce dans différents organes (Figure 21).

Selon le contexte inflammatoire, différents récepteurs de chimiokines sont utilisés par les
cellules NK pour leur recrutement, en fonction de I’ensemble des chimiokines produites sur ce
site. Ainsi, CCR2 (Mignot et al. 2008), CXCR3 (Wendel et al. 2008) ou CCR5 (Liu et al.
2008) permettent la migration des cellules NK vers le site tumoral, en fonction du modele de
tumeur étudié. Lors d’une infection virale, les interférons de type I et II produits favorisent
I’expression de CXCL9 et CXCLI10 sur le lieu de ’intrusion du virus. Ces deux chimiokines
sont des ligands de CXCR3, expliquant le réle majeur de ce récepteur dans la migration des
cellules NK lors d’infections virales (Groom et al. 2011). Cependant, lors d’infections
bactériennes, les cellules dendritiques stimulées via leurs Toll-Like Receptors (TLRS)
produisent des ligands de CCR5 qui permettent le recrutement des cellules NK via CCR5
(Sallusto et al. 1999).

De plus, les cellules NK expriment des récepteurs leur permettant d’infiltrer le tissu
cutané. 1l a été décrit que le récepteur ChemR23 exprimé par les cellules dendritiques et les
monocytes/macrophages est également exprimé par certaines cellules NK CD56%™ et impliqué
dans leur migration vers le tissu cutané (Parolini et al. 2007). Certaines cellules NK expriment
aussi I’antigene CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen), récepteur de la sélectine E. Cette
molécule, initialement décrite sur les lymphocytes T, pourrait étre impliquée dans le
recrutement des cellules NK dans la peau (Yoshino et al. 2002). Les cellules NK peuvent aussi
étre recrutées dans les poumons sous certaines conditions par le biais de différentes
chimiokines comme CCL2 et CCL3 (Morrison et al. 2003; Zeng et al. 2003).
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Figure 21 : Réle des récepteurs de chimiokines dans le recrutement des cellules NK dans
les organes inflammés. La fléche bleue représente 1’export des cellules NK de la moelle
osseuse, cependant les fleches rouges représentent leur recrutement dans les tissus enflammés.
EAE : Experimental autoimune encephalomyelitis. D’aprés Walzer T et Vivier E, 2011.

3.4.3. Durée de vie et facteurs de survie des cellules NK

Il a été montré que la demi-vie des cellules NK est de 17 jours en périphérie (Jamieson et
al. 2004). Cependant le temps nécessaire au repeuplement de la périphérie dans des souris
transgéniques (NDE) chez lesquelles les cellules NK sont sélectivement éliminées par injection
de toxine diphtérique est d’un mois, ce qui corréle avec les données précédentes (Chiossone et

al. 2009).

L’IL-15 est nécessaire a la survie des cellules NK, ainsi que 1’ont montré les études de
souris déficientes pour I’'IL-15 (Kennedy et al. 2000) ou par la chaine alpha de son récepteur
IL15Ra (Lodolce et al. 1998). La surexpression d’IL-15 endogene (Fehniger et al. 2001) ou
I’injection de complexes IL-15/IL15Ra (Rubinstein et al. 2006) entraine une forte expansion
des cellules NK et des lymphocytes T CD8". L’IL-15 est produite sous la forme d’un complexe
avec IL15Ra par les cellules présentatrices d’antigéne comme les DC et par certaines cellules
stromales (Dubois et al. 2002; Burkett et al. 2004). Ce complexe est présenté en trans aux
cellules NK et autres lymphocytes exprimant en surface le complexe IL15RPy. L’IL-15
présente une dualité fonctionnelle : a 1’état basal, elle est essentielle au maintien des cellules
NK et lors d’une infection virale, son expression augmentée sur les cellules dendritiques
conduit a une forte activation de I’activité cytotoxique des cellules NK (Lucas et al. 2007) et a
leur prolifération (Ferlazzo et al. 2004a). Cette derniere action affecte principalement la sous-
population CD27" CD11b" (Walzer et al. 2007b) en I’absence d’autres signaux de maturation.
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Plusieurs articles ont rapporté que les cellules dendritiques sont également indispensables a la
survie des cellules NK matures en périphérie via leur production d’IL-15 (Hochweller et al.
2008; Guimond et al. 2010). Lorsque le nombre de cellules dendritiques est artificiellement
augmenté dans la souris suite a une injection de Flt3-ligand, la population de cellules NK
augmente d’une fagon dépendante de I’'IL-15 (Guimond et al. 2010). D’autres populations
myéloides comme les monocytes pourraient également jouer un rbéle dans la
survie/différenciation des cellules NK via la trans-présentation d’IL-15. La déplétion des
monocytes chez la souris entraine un rapide déclin de la population NK la plus mature
CD11b'CD27 (Soderquest et al. 2011a). D’un point de vue mécanistique, I’'IL-15 agit en
empéchant I’apoptose des cellules NK : d’une part, elle limite I’expression du membre pro-
apoptotique de la famille Bcl2 Bim, d’autre part, elle augmente I’expression du membre anti-

apoptotique de cette famille Mcl1 (Huntington et al. 2007).

3.5. Fonctions effectrices des cellules NK

3.5.1. Mécanismes de cytotoxicité

Les cellules NK comme les lymphocytes T cytotoxiques, lysent leurs cibles
principalement via la sécrétion de granules lytiques contenant de la perforine et des granzymes
(Kagi et al. 1994).

3.5.1.1. Formation de la synapse immunologique

La destruction d’une cellule cible par une cellule NK nécessite 1’établissement d’une
synapse immunologique activatrice (ou aNKIS pour activating NK cell immunological
synapse) entre les deux cellules, comparable en de nombreux points a celle établie par les
lymphocytes T cytotoxiques (Orange 2008; Topham et al. 2009). Ce phénoméne permet la
reconnaissance de la cible, la polarisation de la cellule NK puis la sécrétion des granules
lytiques conduisant a 1’élimination de la cellule cible. Il a ét¢ montré que le déroulement de la
synapse immunologique NK est formé de trois phases: une phase d’initiation, une phase
effectrice puis une phase terminale (Orange 2008). Lors de la phase d’initiation, la cellule NK
rencontre sa cible. Plusieurs facteurs d’adhésion comme le LFA-1 et le CD11b vont former un
anneau dénomme pSMAC (peripheral supramolecular activation cluster), et délivrer les
premiers signaux activateurs a la cellule NK. L’anneau ainsi formé délimite le cSSMAC (central
SMAC), contenant d’autres récepteurs activateurs, et permettant d’amplifier 1’activation de la

cellule NK. Durant la phase effectrice, la réorganisation du cytosquelette de la cellule NK
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provoque I’accumulation d’actine-F dans le pSMAC, et permet 1’agrégation de radeaux
lipidiques, zone de la membrane plasmique capable d’inclure ou d’exclure spécifiquement des
molécules au niveau de 1’aNKIS (Taner et al. 2004). Ces radeaux lipidiques permettent la
concentration des récepteurs activateurs et 1’exclusion des inhibiteurs de la synapse formée.
Pendant la phase effectrice, les granules lytiques se rassemblent au niveau de la synapse néo-
formée. Cette polarisation nécessite la migration des granules le long des microtubules vers le
MTOC (microtubule-organizing center), structure d’ancrage de I’ensemble des microtubules
cellulaires, qui va étre polarisé vers I’aNKIS. Les granules lytiques, ainsi concentrés au niveau
du cSMAC, vont alors fusionner avec la membrane plasmique pour libérer leur contenu.
Finalement, la phase terminale constitue la fin de I’interaction entre les deux cellules. La
cellule NK diminue progressivement I’expression de ses récepteurs et autres molécules

d’adhésion pour se dissocier de sa cible et retrouver une autre.
3.5.1.2.  Granules lytiques et modes d’action

Les granules lytiques constituent les acteurs majeurs de la cytotoxicité des cellules NK.
Contrairement aux lymphocytes T, dans lesquels ils ne sont produits qu’apres rencontre avec
un antigéne et une activation de la cellule, ces granules sont constitutivement présents dans la
cellule NK (Colucci et al. 2003). L’interaction entre les cellules NK et leurs cellules cibles est
accompagnée d’une polarisation du cytosquelette d’actine, de I’appareil de Golgi et des
microtubules des cellules NK au niveau de la zone de contact avec les cellules cibles. Celle-ci
est suivie de la libération de granules cytotoxiques qui contiennent différents types de
molécules : la perforine, les granzymes et la granulysine (chez I’homme), dont la finalité est

d’induire 1’apoptose des cellules a éliminer.

i. La perforine : elle a été initialement purifiée dans les lymphocytes T cytotoxiques en
1985 (Podack et al. 1985). Sa structure cristallographique a récemment été décrite (Law
et al. 2010). Elle forme des pores dans la membrane plasmique de la cellule cible,
permettant le passage des granzymes et de la granulysine (Bolitho et al. 2007).
L’importance de la perforine dans la fonction cytotoxique des lymphocytes T et des
cellules NK est soulignée par les tableaux cliniques gravissimes présentés par les
patients atteints d’un déficit génétique en perforine (souffrant de lymphohistiocytose
familiale de type 2) (Voskoboinik et al. 2010).

ii.  Les granzymes : les cellules NK humaines et murines expriment les granzymes A, B, K

et M. Chez I’homme, elles expriment également la granzyme H (Pardo et al. 2009). Les
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granzymes constituent une famille de sérines protéases induisant la mort des cellules
cibles, de facon dépendante ou indépendante des caspases (Cullen et al. 2008). Les
granzymes A et B sont les plus abondantes et les plus étudiées dans les cellules NK
chez ’homme et chez la souris. L’utilisation d’inhibiteurs de ces deux granzymes a
montré que la granzyme B est ’effecteur majeur de la lyse des cellules cibles par les
cellules NK (Mahrus et al. 2005). La granzyme A induit la mort cellulaire de fagon
indépendante de caspases, selon un processus relativement lent, alors que la granzyme
B utilise les caspases pour éliminer les cibles. Elle induit rapidement 1’apoptose via
deux mécanismes. Elle peut activer directement la caspase 3 mais aussi la caspase 7, ou
peut induire la perméabilité mitochondriale et cliver Bid, une molécule de la famille
Bcl2, qui via le cytochrome C et la caspase 9 aboutira également a 1’activation de la
caspase 3. Concernant la granzyme H, des résultats contradictoires ont été obtenus
concernant sa fagon a induire I’apoptose (Fellows et al. 2007; Hou et al. 2008). Comme
la granzyme A, la granzyme K induit la mort cellulaire indépendamment des caspases
(MacDonald et al. 1999). La voie de mort cellulaire induite par la granzyme M est
controversée dans la littérature. D’une part il a été montré qu’elle est capable d’induire
une mort cellulaire rapide et indépendante des caspases laquelle ressemblait a une mort
autophagique (Kelly et al. 2004), d’autre part, la granzyme M humaine recombinante
issue de levures conduit a une mort cellulaire dépendante des caspases (Lu et al. 2006;
Hua et al. 2007).

La granulysine: 1l s’agit d’une petite protéine cationique apparentée aux saposines. Elle
induit I’apoptose de la cellule cible en interagissant avec les lipides de la membrane
mitochondriale de la cellule cible en induisant des dommages membranaires (Latinovic-
Golic et al. 2007). Elle peut également induire 1’activation de la caspase 3 (Kaspar et al.
2001). 1l a été montré une synergie entre la granulysine et la perforine dans 1’induction
de I’apoptose (Walch et al. 2007). Alors que de fortes concentrations de granulysine
sont nécessaires pour sa fonction cytotoxique (10-10uM) (Kaspar et al. 2001; Zhang et
al. 2009), de plus faibles concentrations de granulysine (pic a 10nM) attirent les
monocytes, les cellules T mémoires (CD4" et CD8"), les cellules NK et les mDC
(stimulation avec du TNF-a) (Deng et al. 2005). Outre son effet chimioattractant, elle
induit une augmentation deux taux d’ARNm de cytokines (IL-1, IL-6, IL-10 et IFN-a)
et de chimiokines (CCL2, CCL3, CCL5 et CCL7) dans les cellules monocytaires U937.
Une production de CCL2 et CCL5 est observée aprés stimulation de monocytes et de
cellules U739 avec la granulysine (1nMa 10uM) (Deng et al. 2005).
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En plus de la sécrétion de granules lytiques (phénomene majeur de la lyse induite par les
cellules NK), les cellules NK peuvent également induire la mort des cellules cibles via
I’activation de récepteurs de mort a la surface de celles-ci. Elles utilisent notamment les voies
Fas/Fas-L (Arase et al. 1995) et TRAIL-R/TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand)
(Kayagaki et al. 1999). L’expression Fas-L et de TRAIL est constitutive sur les cellules NK, et
peut étre augmentée apres activation par I’IFN-y ou de I’IL-15 (Zamai et al. 1998; Smyth et al.
2001; Takeda et al. 2001).

3.5.2. Production de cytokines

La deuxieme fonction effectrice importante des cellules NK est la synthése de cytokines.
C’est particuliérement le cas de la sous-population CD56°"™ qui, en réponse a différents
stimuli, peut produire des quantités importantes d’IFN-y, d’IL-10, de TNF-a, de TNF-$ ou de
GM-CSF (Cooper et al. 2001). Toutefois, au sein de toutes ces cytokines, c’est surement la
production d’IFN-y qui caractérise mieux la cellule NK. En effet, la cellule NK est capable de
produire (en réponse a différentes inductions) de I’'IFN- y de facon plus importante et plus
précoce que toute autre population lymphocytaire (Stetson et al. 2003; Martin-Fontecha et al.
2004).

L’IFN-y est une cytokine aux effets pléiotropes, puisque la majorité des types cellulaires
exprime son récepteur. L’IFN-y induit ainsi [’augmentation de I’expression de molécules du
complexe Majeur d’histocompatibilité CMH I et CMH 11, ainsi que la polarisation des réponses
T CD4" vers un profil Thl (Shtrichman et al. 2001). L’ importance de cette production d’IFN-y
par les cellules NK a été largement démontrée dans les réponses contre les virus (Orange et al.
1995) et les tumeurs (Street et al. 2001; Mocikat et al. 2003).

Récemment, plusieurs groupes ont identifié des cellules apparentées aux cellules NK et
aux LTi (lymphoid tissue inducer cells) dans les muqueuses associées aux tissus Lymphoides
(Satoh-Takayama et al. 2008; Cella et al. 2009; Luci et al. 2009). Ces cellules ne produisent
que de faibles quantités d’IFN- y, mais sont capables de sécréter de I’'IL-22, une cytokine de la
famille de I’'TL-10. L’IL-22 produite induit la production d’IL-10 par les cellules épithéliales
environnantes, leur prolifération ainsi que la production d’agents anti-apoptotiques. Ces
cellules productrices d’IL-22 pourraient donc participer au controle de 1’inflammation et a la

protection des muqueuses lors de I’intrusion des pathogénes.
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3.6. Roles des cellules NK dans 'immunité

Les cellules NK sont capables d’¢éliminer des cellules qu’elles reconnaissent comme
dangereuses (stressées, tumorales ou infectées). Dans la partie suivante, nous allons décrire
I’implication des cellules NK dans différents contextes pathologiques ou dans la régulation de

la réponse immune.
3.6.1. Cellules NK et défense anti-tumorale

Des études in vitro utilisant des cellules humaines ou d’autres mammiféres, ainsi que des
études in vivo dans des modeles de rats ou de souris, suggerent depuis longtemps que les
cellules ayant subi une modification tumorale puissent étre la cible des cellules NK (Trinchieri
1989). Elles participent ainsi, avec d’autres cellules du systéme immunitaire (comme les
lymphocytes T et B), au phénoméne d’immunosurveillance des tumeurs, initialement proposé

par Burnet (Burnet 1967).

Il a ainsi été montré in vivo dans des modeles murins que les cellules NK sont impliquées dans
le rejet de différents types de tumeurs transplantées a la souris, de facon dépendante de ligands
des récepteurs NK exprimés ou non par les cellules tumorales. Ainsi, I’absence d’expression de
molécules de CMH de classe | (Karre et al. 1986), ou la sur-expression de ligands de NKG2D
(Diefenbach et al. 2001) rend les cellules tumorales sensibles a la lyse par les cellules NK. De
plus, I’étude de souris déficientes en NKG2D montre un role important de ce récepteur dans
I’immunosurveillance anti-tumorale (Guerra et al. 2008). De fagon intéressante, dans certains
modeles expérimentaux, il a été montré que la lyse des cellules tumorales par les cellules NK
favorisait le développement de lymphocytes T spécifiques de ces cellules cancéreuses (Kelly et
al. 2002).

L’interprétation des études dans des modeles animaux doit toutefois étre prudente car
aucun des modéles existants n’affecte sélectivement les cellules NK (Vivier et al. 2008) : les
modeles utilisés sont déficients pour les molécules clefs des fonctions effectrices des cellules
NK, mais ces mod¢les sont partagés par d’autres types cellulaires, comme les lymphocytes T.
De ce fait, il n’existe donc pas de preuve directe et irréfutable, a ce jour, de I’implication des

cellules NK dans I’immunosurveillance des tumeurs.

Chez I’homme, comme nous 1’avons mentionné, trés peu de déficits sélectifs en cellules
NK ont été décrits, la caractérisation de I’implication directe des cellules NK dans

I’immunosurveillance des tumeurs n’est donc pas possible (Orange 2006). Toutefois, une étude
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longitudinale de 11 ans sur plus de 3500 patients montre une relation inverse entre 1’activité

cytotoxique des cellules NK et le risque de développer un cancer (Imai et al. 2000).
3.6.2. Cellules NK et défense anti-virale

L’importance du réle des cellules NK dans la lutte antivirale est largement prouvée. En
effet, des déficiences en cellules NK, qu’elles soient le résultat de mutations génétiques chez
I’homme ou de déplétions expérimentales dans des modeles murins, résultent en une
augmentation majeure de la susceptibilité a de nombreux virus, tels que Ectromelia, Ebola,
Influenza, ou des virus de types herpes (Lee et al. 2007), comme CMV, Varicella ou HSV. Les
cellules NK semblent également jouer un role dans le contréle de I’infection par le virus de
I’hépatite C (VHC) (Cheent et al. 2011), par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH)
(Biron et al. 1999), ou encore le virus de la dengue ou de la fievre jaune (Andoniou et al.
2006). Chez I’homme, trés peu de cas de déficience sélective en cellules NK ont été décrits
(Orange 2002, 2006), mais ces cas suggerent bien un réle des cellules NK dans la défense anti-

virale, notamment contre les virus de types herpes.

La lutte anti-virale assurée par les cellules NK est le résultat de trois de leurs fonctions
effectrices que nous avons décrites précédemment : la sécrétion de cytokines (notamment
d’IFN-y), le relargage de granules cytotoxiques dirigés contre des cellules infectées, ou enfin

I’induction de I’apoptose des cellules infectées via leurs récepteurs de mort (Lee et al. 2007).

Le modele de réponse NK contre une infection virale le mieux étudié aujourd’hui est le
modéle murin d’infection par le cytomégalovirus (MCMV). En 2002, il a été décrit que la
reconnaissance directe et spécifique de la protéine virale m157 (codée par MCMV) par le
récepteur activateur Ly49H est présent chez certaines souches de souris (Arase et al. 2002).
Chez ces souris, les cellules NK proliférent suite a I’infection par MCMV, et controlent
I’infection par la production d’IFN-y et/ou la lyse des cellules infectées. La plupart des souches
murines déficientes pour le récepteur Ly49H sont d’ailleurs sensibles a I’infection par le
MCMV.

Il est intéressant de noter que certaines observations laissent supposer que les virus de la
famille des herpesviridae se sont adaptés a une pression de sélection exercée par les cellules
NK. Ainsi, certaines molécules produites par les virus peuvent empécher I’expression de
ligands de NKG2D a la surface de la cellule infectée. D’autres molécules virales leurrent les
récepteurs inhibiteurs des cellules NK pour empécher leur reconnaissance du soi manquant

(Jonjic et al. 2008). Ces différentes tentatives pour échapper a la reconnaissance par les cellules
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NK renforcent donc I’idée que celles-ci exercent une fonction importante dans la défense

contre les infections virales.
3.6.3. Coopération entre les cellules NK et les cellules de ’immunité

Les cellules NK ont été initialement décrites comme étant des lymphocytes produisant
une premiere ligne de défense contre les agressions virales, bactériennes et tumorales pendant
I’établissement d’une réponse immunitaire adaptative efficace. Pourtant, il est maintenant
admis que leur réle au sein de I’immunité ne se résume pas a une simple question de vie ou de
mort pour la cible, mais ils interagissent avec de nombreuses composantes du systeme

immunitaire pour participer a sa régulation (figure 22).
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Figure 22 : Cellules NK et coopération avec les cellules de ’immunité : les cellules NK
(NK cells), apres avoir été stimulées par différents facteurs, peuvent favoriser (fleches rouges)
la maturation et ’activation de cellules dendritiques (DC), de macrophage et de lymphocytes T
(T cell), via des contacts cellulaires ou la production de cytokines. A I’inverse, les cellules NK
peuvent éliminer (fleches bleues) des cellules dendritiques immatures, des lymphocytes T
activés ainsi que des macrophages suractivés. D’apres Vivier et al, 2008.

3.6.3.1. Interactions entre cellules NK et cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) sont les principales CPA du systéeme immunitaire. Elles
jouent un réle de sentinelle nécessaire a I’initiation et la régulation des réponses immunitaires
innées et adaptatives. Elles peuvent produire des cytokines inflammatoires et sont impliquées

dans la maturation des lymphocytes B et I’orientation des lymphocytes T naifs vers des profils
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matures et fonctionnels. Au cours de cette maturation, des facteurs cellulaires et
environnementaux conditionnent I’issue de 1’interaction entre DC-T ou DC-B.

De récentes données démontrent que les DC peuvent aussi entrer en interaction avec les
cellules NK au niveau des tissus lymphoides secondaires et des sites inflammatoires (Buentke
et al. 2002; Walzer et al. 2005; Bajenoff et al. 2006; Moretta et al. 2006). Les résidus
apoptotiques de lyse des cibles de cellules NK peuvent étre pris en charge par des DC matures,
conduisant a des phénomeénes de présentations croisees, induisant ainsi la mise en place de
réponses immunes spécifiques d’antigénes par les lymphocytes T CD8" ainsi que la production
d’IgG (Vivier et al. 2008).

Les DC peuvent activer les cellules NK indirectement par la sécrétion des cytokines
(Interférons de type I, IL-12, IL-15, I1L-18) ou directement, via des contacts cellulaires et la
formation d’une SI particuliére. La synapse établie entre une cellule NK et une DC (DC-NK
IS) differe des synapses aNKIS et iNKIS décrites précédemment. En effet, I’adhérence initiale
entre les deux cellules ne fait pas intervenir LFA-1 mais implique une interaction entre DC-
SIGN, LFA-3 et CXCL1 présents sur les DC avec les protéines ICAM et CX3CL1 exprimées
par la cellules NK (Borg et al. 2004; Brilot et al. 2007; Pallandre et al. 2008). L’activation des
cellules NK fait intervenir les récepteurs NKp30 et NKp46. Apres formation de la DC-NK IS,
il y a migration des MTOC de la DC au niveau de la DC-NK IS permettant ainsi 1’exocytose
des interleukines régulatrices (Ferlazzo et al. 2004a) (IL-12, 1L-15, IL-18, IFN type 1) et la
stimulation des cellules NK (Semino et al. 2005). On peut identifier la DC-NK IS comme une
structure empruntant les caractéristiques des aNKIS et iNKIS.

L’interaction DC-NK permet une activation bidirectionnelle des cellules. L’IL-2
favorise la sécrétion d’IFN-y et la prolifération des cellules NK (Orange et al. 1996b, a) tandis
que I’IL-15 est déterminante pour leur survie (Brilot et al. 2007; Lucas et al. 2007). Enfin, les
IFN de type I contribuent a I’amélioration de la cytotoxicité des cellules NK (Gerosa et al.
2005) . L’activation des cellules NK est bénéficiaire pour les DC puisque leur production de
TNF-0, d’IFN-y et les contacts cellulaires permettent la maturation des DC (expression de
CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CCRY7 et une sécrétion d’IL-12 accrue) (Gerosa et al. 2002;
Piccioli et al. 2002). Dans les organes lymphoides secondaires, la boucle d’activation DC/NK
se situe dans les mémes niches anatomiques que 1’activation et la maturation des lymphocytes
T CD4" et CD8" et la forte production d’IL-12 et d’IFN-y résultante peut conduire a une
réponse Thl efficace (Adam et al. 2005). Il a été aussi montré un role particulier de I’IFN-a.
produit par les DC plasmacytoides (pDC) aux sites inflammatoires comme intermédiaire de

I’activation des cellules NK. Celles-ci peuvent ensuite poursuivre la maturation des DC

95



conventionnelles qui vont initier des réponses T CD8" efficaces (Mailliard et al. 2003; Tosi et
al. 2004; Liu et al. 2008).

Les cellules NK activées peuvent aussi lyser les DC immatures par la formation d’aNKIS
Iytique selon un mécanisme dépendant de NKp30, NKp46 et DNAM-1 (Spaggiari et al. 2001;
Ferlazzo et al. 2002; Pende et al. 2006). Ce mecanisme est contourné par les DC matures
puisque ces dernieres expriment une plus grande quantité de HLA-E qui intervient dans la
répression des fonctions NK dependantes du CD94/NKG2A (Della Chiesa et al. 2003). Cette
destruction spécifique des DC immatures permet de participer a leur homéostasie et ainsi
limiter leur recrutement dans les organes lymphoides secondaires pouvant orienter vers une

réponse immunitaire tolérogéne (Spaggiari et al. 2001; Ferlazzo et al. 2002; Pende et al. 2006).

3.6.3.2. Interactions entre cellules NK et macrophages

Les macrophages sont des cellules de I’immunité innée qui participent au nettoyage des
débris cellulaires (apoptotique et nécrotique) par leur propriété de phagocytose. Ils sont
capables de produire des cytokines immunomodulatrices (IL-1B, TNF-a et TGF-B1),
participent a la réponse anti-bactérienne et peuvent contribuer a I’activation des lymphocytes T
mémoires grace a leur capacité a présenter des antigénes mineurs. Récemment des publications
suggerent une interaction réciproque entre les macrophages et les cellules NK in vitro. Cette
interaction nécessite la formation d’une synapse M-NK IS particuliere. 1l y a accumulation du
récepteur 2B4 et augmentation modérée de la F-actine a I’interface M-NK IS (Nedvetzki et al.
2007). Comme c’est le cas pour la DC-NK IS, la conséquence de M-NK IS est une stimulation
de la prolifération cellulaire, la sécrétion cytokinique, 1’augmentation de 1’expression des

récepteurs activateurs et par suite la cytotoxicité des cellules NK.

En retour les cellules NK sont capables de tuer les macrophages fortement activés par de
grandes doses de LPS par la formation d’une aNKIS et par suite la lyse du macrophage par
voie dépendante de NKG2D. Cela indiquerait un réle régulateur des cellules NK dans la
prévention des désordres inflammatoires du a des macrophages sur-activées, prévenant ainsi le
développement de pathologies inflammatoires sévéres, comme le syndrome d’activation
macrophagique. Cette observation est confrontée par une co-localisation des lymphocytes NK
et des macrophages au niveau de la rate ou des organes periphériques (Gregoire et al. 2007).
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3.6.3.3. Interactions entre cellules NK et lymphocytes

Outre leur influence sur les cellules myéloides, les cellules NK peuvent également
influencer la réponse immune adaptatrice en interagissant directement sur les lymphocytes T.
Premierement, les cellules NK constituent une source d’IFN-y, orientant la réponse vers un
profil Thl. Ceci a été rapporté par Martin-Fontecha et al., qui montrent que la production
d’IFN-y par les cellules NK dans les ganglions oriente la polarisation des lymphocytes T CD4"
activés vers un profil Thl (Martin-Fontecha et al. 2004).

Deuxiemement, les cellules NK peuvent également lyser in vitro des cellules T activées,
d’une facon dépendante de NKG2D (Rabinovich et al. 2003). Il a été montré in vivo que les
cellules NK était capables de lyser des lymphocytes T CD4" activés ayant diminué 1’expression
de molécules de classe | a leur surface (Lu et al. 2007). Ils démontrent aussi que la
reconnaissance de ces lymphocytes T CD4" anormaux est due a la levée du signal inhibiteur
CD94/NKG2A de la cellule NK. IIs rapportent d’ailleurs que des anticorps bloquant dirigés
contre ce récepteur conduisent a I’activation des cellules NK et de la lyse des lymphocytes T
CD4" activés, suggérant I’utilisation potentielle de ce type d’anticorps a des fins thérapeutiques
dans des contextes d’auto-immunité ou de transplantation.

Enfin, il a été montré que les cellules NK sont capables de réguler la différentiation des
lymphocytes T CD8" in vivo (Soderquest et al. 2011b). Les auteurs montrent que les cellules
NK limitent I’expansion clonale des lymphocytes T CD8" et orientent leur différentiation vers
un phénotype T effector memory Tcell (Tew), via un mécanisme egalement dépendant de
NKG2D et de perforine. Ils montrent, de plus, que I’activation de lymphocytes T CD8" naifs en
I’absence de cellules NK conduit a un nombre élevé de cellules Tcy et ainsi a des réponses

mémoires augmentées.

3.6.3.4. Interactions entre cellules NK et neutrophiles

Les neutrophiles sont des cellules de I'immunité innée les plus abondants dans le sang
périphérique. La demi-vie de ces cellules est entre 6 et 8 heures en circulation. Pendant les
premiers stades des lésions tissulaires secondaires suite a une infection, les neutrophiles sont
rapidement recrutés depuis le sang vers les tissus ou ils jouent un réle important dans la
réaction inflammatoire et dans la clairance des microbes. Ils phagocytent les pathogeénes et les
tuent par le biais des réactifs oxygénés (ROS) et par une gamme d’autres substances toxiques
et des enzymes qui sont préformées dans des granules dans leurs cytosols (Borregaard et al.
1997; Hampton et al. 1998).
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Suite a une infection, les cellules NK ainsi que les neutrophiles sont parmi les premiéres
cellules qui sont recrutées au site de I’inflammation ce qui suggere un cross-talk bilatéral qui
pourra avoir lieu entre ces deux types cellulaires. Différents articles ont montré ces interactions
bidirectionnelles entre les cellules NK et les neutrophiles.

Les neutrophiles sont capables d’inhiber les cellules NK du sang périphérique grace a la
production des réactifs oxygénés (RO) (Seaman et al. 1982). En 1984, il a été montré que
I’activité cytotoxique des cellules NK est modulée par le relargage des molécules par les
neutrophiles autologues (Yang et al. 1984). 1l a été montré que les cellules NK CD56%™ sont
plus sensibles & la production de H202 par les granulocytes que les cellules NK CD56"9". Ce
qui pourrait expliquer 1’accumulation préférentielle des cellules NK CD56™" dans les
environnements riches en RO comme les tumeurs et les sites d’inflammation que les cellules
NK CD56%™ (Harlin et al. 2007). Dans des modéles expérimentaux, il a été montré que les
neutrophiles peuvent activer les cellules NK par le biais de I’IL-18 cytokine nécessaire a
I’activation des cellules NK contre une infection au légionella pneumophilia (Sporri et al.
2008), et sont aussi nécessaires a la régulation de leurs proliférations, développements ainsi
que leurs survies, ce qui pourrait étre un probléme dans le cas des maladies associées a une
neutropénie (Jaeger et al. 2012). Chez les patients atteints d’une neutropénie, la réponse et la
maturation des cellules NK sont altérées (Jaeger et al. 2012)

Concernant I’effet des cellules NK sur les neutrophiles, il a été montré que les facteurs
solubles présents dans les surnageants des cellules NK stimulées par des cytokines activatrices,
sont capables de produire des signaux de survie vers les neutrophiles aboutissant ainsi a une
diminution de leur apoptose et a la préservation de leurs capacités de phagocyter et de produire
des réactifs oxygénés (ROS) (Bhatnagar et al. 2010). De plus il a été montré que les cellules
NK exposées a I’IL-15 ou I’IL-18 induisent la survie des neutrophiles via la production d’TFN-
v et de GM-CSF et leur activation ainsi que la production de d’anion superoxide d’une fagon
contact dépendant (Costantini et al. 2010) ce qui favorise la capacité des neutrophiles a détruire
les pathogénes. Ces études ont permis de trouver des explications pour certaines maladies ou il
existe un dysfonctionnement impliquant les cellules NK et les neutrophiles. Il s’agit des
patients infectés par HIV-1 ou les cellules NK présentent une déficience dans la production des
cytokines et de leur activité cytotoxique (Fauci et al. 2005), ce qui se reflete d’une fagon
négative sur les neutrophiles qui subissent une apoptose spontanée rapide ainsi qu’une
diminution de leurs capacités de phagocyter et de produire des réactifs de I’oxygene (Hayani et
al. 1999; Kuritzkes 2000; Salmen et al. 2004).

Récemment, en 2012, il a éte montré que les cellules NK sont capables d’induire 1’apoptose

des neutrophiles d’une fagon contact dépendant via la molécule NKp46 et Fas-L tout en
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impliquant la voie des caspases (Thoren et al. 2012) et via la molécule CD18 suite a une
stimulation via I’IL-15 et I’IL-18 (Costantini et al. 2010). Cette accélération de I’apoptose des
neutrophiles peut étre bénéfique dans le cas de résolution de I’inflammation aigue.

Cela montre une fois de plus une interaction bénéfique entre les différentes cellules de

I’immunité innée.

3.6.3.5. Interactions entre cellules NK et éosinophiles

Les éosinophiles sont essentiellement impliqués dans les réponses immunitaires anti-
parasitaires et dans les réactions allergiques. Ces cellules sont produites dans la moelle osseuse
a partir de cellules souches hématopoiétiques CD34" sous I’influence du GM-CSF, de I’IL-3 et
de I’TL-5 (Lopez et al. 1986; Denburg et al. 1994; Shalit et al. 1995). Néanmoins, I’'IL-5 est le
facteur le plus spécifique de la lignée des éosinophiles puisqu’il est responsable de leur
différentiation terminale, leur croissance, leur survie et leurs fonctions effectrices (Coffman et
al. 1989; Sanderson 1992; Lee et al. 1997). Ces cellules seront décrites plus précisément dans

la deuxieéme partie de I’introduction.

Plusieurs articles ont montré une relation entre les cellules NK et les éosinophiles. Deux
¢tudes réalisées chez les souris C57BL/6 ont évalué I’effet d’une déplétion des cellules NK par
I’administration d’un anticorps anti-NK1.1 sur I’inflammation éosinophilique associé a une
réponse Th2 vis-a-vis de I’ovalbumine (Korsgren et al. 1999) (OVA) ou de I’ambroisie
(Walker et al. 1998). La déplétion des cellules NK dés la phase de sensibilisation a ’OVA et
tout au long du protocole réduit considérablement I’infiltrat péribronchique et périvasculaire
des éosinophiles. Cette diminution d’€osinophilie pulmonaire pourrait s’expliquer par une
diminution des taux d’IL-5 dans les lavages bronchoalvéolaires (LBA). Ces résultats suggerent
que la déplétion des cellules NK avant I’immunisation réduise 1I’éosinophilie pulmonaire. En
revanche, ’administration de 1’anti-NK1.1 lors de la phase de provocation a ’OVA n’atténue
pas 1’éosinophilie pulmonaire (Korsgren et al. 1999). Dans un modéle d’inflammation
péritonéale allergique aux antigénes d’ambroisie, le nombre des cellules NK ainsi que 1’IL-5
sont augmentées dans le lavage péritonéal. La déplétion des cellules NK par I’anti-NK1.1 avant
la provocation a 1’ambroisie ou avant les phases de sensibilisation et de provocation a
I’ambroisie, réduit fortement 1’éosinophilie et les taux d’IL-5 dans le lavage péritonéal. Dans
ces deux mode¢les, la déplétion des cellules NK par 1’anti-NK1.1 dépléte aussi également la
moitié des cellules NKT (Walker et al. 1998). En effet, le NK1.1 n’est pas un marqueur sélectif
des cellules NK, il est retrouvé sur certaines populations des lymphocytes T incluant les

cellules NKT. Cela rend difficile I’interprétation de ces deux études sur le role des cellules NK,
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surtout que les cellules NKT sont impliquées dans le développement de la réaction allergique
pulmonaire (Akbari et al. 2003b; Lisbonne et al. 2003; Stock et al. 2009). Chez des souris
BALB/cBYJ, il a été montré que la déplétion des cellules NK avant la provocation allergénique
par le biais d’un anticorps anti-ASGM1 (permettant la déplétion de 60 a 70% des cellules NK)
aboutissait a une diminution d’éosinophilie dans le LBA (Ple et al. 2010) . Cependant lorsque
la déplétion avait eu lieu aprées la provocation allergénique, il a été observé un retard dans la
résolution éosinophilique inflammatoire (Haworth et al. 2011). Cela montre que les cellules
NK peuvent jouer un réle anti-inflammatoire ou pro-inflammatoire en interagissant avec les

éosinophiles.

Une corrélation positive a été observée chez les patients atteints d’une Pneumonie
¢osinophilique, entre le pourcentage d’éosinophiles et le nombre de cellules NK dans le LBA
(Papakosta et al. 2009). De plus, chez les patients atteints d’une rhinite allergique, il a été
montré que les cellules NK sont capables de recruter les éosinophiles par le biais de I’IL-8 et
que cette chimiotaxie était plus importante en présence d’IL-15 (El-Shazly et al. 2011).
Récemment, un nouveau article en 2013 a montré que le pourcentage des cellules NK est
corrélé au pourcentage d’éosinophilie chez les patients atteints d’asthme sévere. De plus, les
cellules NK sont capables d’induire 1’apoptose des éosinophiles autologues d’une fagon
contact-dépendant. Cette apoptose est plus faible chez les asthmatiques séveres que les

asthmatiques modérés et les patients normaux (Barnig et al. 2013).

L’ensemble de ces informations montre de nouveau la capacité des cellules NK a
interagir avec différents types cellulaires, en particulier les éosinophiles, et par suite participer
a la régulation la réaction allergique.
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Résumé de Darticle : Natural Killer cells from allergic donors are defective in

their response to CCL18 chemokine

Initialement décrites comme des cellules effectrices cytolytiques, les cellules Natural
Killer (NK) possédent également des fonctions immunorégulatrices. Les chimiokines
permettent la localisation des cellules NK dans tout 1’organisme dans des conditions
homéostasiques et pathologiques. Outre leur activité chimiotactique, les chimiokines peuvent
également réguler directement la réponse immune. CCL18 est une chimiokine constitutive et
inductible, exprimée uniquement chez les primates, dont le récepteur est inconnu. Son
expression préférentielle dans les poumons en fait une chimiokine de choix dans I’étude de
I’asthme allergique. Sa fonction dans la pathologie allergique est double puisqu’elle recrute les
lymphocytes Th2, mais également les lymphocytes T régulateurs et génére des cellules
dendritiques tolérogenes capables d’induire des lymphocytes T régulateurs, uniquement chez
des donneurs non allergiques.

Le but de mon travail était d’évaluer les effets chimiotactiques et immunorégulateurs de
CCL18 sur les cellules NK de donneurs allergiques et non allergiques. Nos travaux ont montré
que CCL18 attire in vitro les cellules NK de sujets non allergiques et induit leur cytotoxicite,
de facon dépendante des protéines G. Par contre, les cellules NK de sujets allergiques ne
répondent pas au CCL18. Cette chimiokine n’a aucun effet sur la prolifération des cellules NK,
ou la production d’IFN-y. Le défaut de réponse a CCLI18 des cellules NK de patients
allergiques n’est pas li¢ a un défaut d’expression de son récepteur, puisque CCL18 se lie aux
cellules NK isolées de donneurs allergiques ou non allergiques

En résumé, ces travaux ont permis de montrer que les cellules NK de sujets allergiques
présentent un dysfonctionnement dans la réponse vis-a-vis de CCL18 comparativement aux

sujets non-allergiques.
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ABSTRACT

Natural killer (NK) cells were originally described as cytolytic effector cells, but since then
have been recognized to possess regulatory functions on immune responses. Chemokines
locate NK cells throughout the body in homeostatic and pathological conditions. Recent data
suggest that chemokines may also directly regulate the immune response. CCL18 is a
constitutive and inducible chemokine preferentially expressed in the lung. The aim of this
study was to evaluate CCL18 effect on NK cells from allergic and nonallergic donors in terms
of both chemotactic and immune effects. Results showed that CCL18 was able to induce
migration of NK cells from nonallergic donors in a G-protein-dependent manner, whereas NK
cells from allergic patients were unresponsive. Moreover, CCL18 was able to induce NK cell
cytotoxicity only in nonallergic subjects. IFN-y production and NK cell proliferation was
unaffected. The defect in CCL18 response by NK cells from allergic patients was unrelated to a
defect in CCL18 binding as CCL18 was found to bind to NK cells from both allergic and
nonallergic donors. Our results suggest that some NK cell functions may be defective in

allergic diseases.

Key words: natural killer cell, CCL18, migration, cytotoxicity, allergy
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INTRODUCTION

Natural killer (NK) cells are unconventional lymphocytes with an innate immune function that
play a role in the early defense against viral, bacterial and other infections, as well as against
cancer. They were originally described as cytolytic effector cells, but have been also
recognized as major producers of cytokines such as interferon-y (IFN-y) in many physiological
and pathological conditions (Vivier et al.). In humans, NK cells are divided into CD56""¢" and
CD56%™ subsets, which differ in phenotype and functions. The former subset is more
immunoregulatory and the latter, the most differentiated subset, is more cytolytic (Cooper et al.
2001). NK functions are not restricted to microbe-infected cells or tumor cells but also impact
dendritic cells, macrophages, and neutrophils (Moretta et al. 2005; Thoren et al.) and endow
NK cells with regulatory functions. The role of NK cells in allergic diseases is unknown but
modifications in their phenotype and functions have been shown (Wei et al. 2005;
Scordamaglia et al. 2008; Luci et al. 2012).

NK cells develop mainly in the bone marrow and reach the periphery via the blood. They are
highly motile and constantly survey peripheral organs. Expression of distinct sets of
chemotactic receptors on NK cell subsets results in differential distribution (Walzer et al.
2011). Further, chemokines may activate NK cells to exert robust cytolytic activity against
tumor cells in cytotoxicity assays performed in vitro and in mouse models (Maghazachi 2010).
Until recently, CCL18 was still an orphan chemokine without known receptor. Its gene is
thought to be absent in rodents (Tasaki et al. 1999), precluding experimental studies to assess
its functionality in vivo. CCL18 attracts different cell types including naive CD4" T cells, B
lymphocytes, immature dendritic cells, skin-homing memory T cells, Th2 cells, T regulatory
cells and basophils (Adema et al. 1997; Lindhout et al. 2001; Gunther et al. 2005; de Nadai et
al. 2006; Chenivesse et al. 2012). CCL18 has been involved in allergic diseases (Gunther et al.
2005; de Nadai et al. 2006). It is secreted by mononuclear cells from allergic asthmatic patients

but not from healthy donors after allergen stimulation, and attracts Th2 cells and basophils (de
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Nadai et al. 2006). Nevertheless, it may also limits allergic immune responses (Chang et al.
2010b; Azzaoui et al. 2011; Bellinghausen et al. 2012; Chenivesse et al. 2012). Recently,
glycosaminoglycans (GAGs) were identified to be the major binding molecules for CCL18 on
the cellular membrane of peripheral blood leucocytes, without mediating chemotactic activity
(Krohn et al. 2013a). Moreover, CCL18 was reported to be an endogenous agonist of the
human CCR8 receptor (Islam et al. 2013).

To evaluate the effects of CCL18 on NK cells in the context of allergy, we compared the

chemotactic and cytotoxic response of NK cells from allergic or nonallergic donors.
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MATERIALS AND METHODS

NK cell preparation

Venous blood was collected from allergic and nonallergic donors. All allergic patients had a
clinical history of asthma or rhinitis and exhibited positive skin prick tests toward relevant
allergen, positive specific IgE (>3.5KUI/L). Nonallergic patients were defined by an absence
of allergy history, total IgE levels <100KUI/L, and negative specific IgE toward major
allergens.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were purified on Ficoll-Hypaque gradient
(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). NK cells were isolated using the NK cell isolation
kit (Miltenyi Biotec, Bergsch Gladbach, Germany) according to the manufacturer's
recommendations. Purity was assessed by flow cytometry (FACScalibur®, BD Biosciences,
San Diego, CA, USA) and was greater than 95%. After purification, NK cells were cultured
overnight in 24 well plates (Corning Incorporated, Acton, MA) at 10° cells/mL in complete
RPMI (RPMI 1640 (Gibco BRL, UK) supplemented with 10% fetal calf serum, 1% ticarpen,
2mM L-glutamine) with or without pertussis toxin (0.1ug/ml, Calbiochem, EMD Chemicals

Inc, San Diego, CA, USA).

Staining of NK cells

10° PBMC were stained with monoclonal antibodies against BV510-conjugated CD3
(Biolegend, San Diego, CA, USA) and phycoerythrin(PE)-conjugated CD56 (Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA). After washings, NK cells were stained for CCL18 receptor as
previously described (Azzaoui et al. 2011). As a control, we used a biotinylated small
molecular weight protein derived from Plasmodium falciparum (Chang et al. 2010b). The
specificity of the biotinylated CCL18 was shown by inhibition with nonlabeled CCL18 (data
not shown). After washings, cells were fixed in paraformaldehyde 1% and analyzed by flow
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cytometry (LSRFortessa'™, BD Biosciences). The purity of NK cell preparations was checked
by cell surface staining with fluorescein (FITC)-, PE- or allophycocyanin-conjugated
antibodies against CD56 (Beckman Coulter), CD3, CD14, CD19 (BD Biosciences) and the
matched isotype 1gG. For the expression of chemokine receptors by NK cells, FITC-
conjugated CXCR3, CXCR4, CCR4 and CCR9 (R&D systems) specific antibodies were used.
After washings, NK cells were immediately analyzed by flow cytometry (FACScalibur®).

Results are expressed as mean percentage of positive cells £ sem.

NK cell migration assays

Chemotaxis experiments were performed in Boyden chamber as previously described
(Chenivesse et al. 2012). NK cells were incubated for 2h with CCL18 (at a concentration of 10
%t0 10'M, R&D systems), or CXCL12 (10'M, Peprotech Inc, Rocky Hill, NJ, USA) and
complete RPMI as positive and negative controls, respectively. Each condition was performed
in triplicate. NK cells were counted in the inferior chamber using a hemocytometer. Results are
expressed as chemotactic index = (migration towards the tested chemokine)/(migration
obtained with complete RPMI).

To phenotype NK cells migrating in response to CCL18, chemotaxis experiments were
performed using Transwells® (5um, 24 wells, Corning). CCL18 (5x10°M) was added to the
lower chamber in a 500pL volume. 5x10°> NK cells/100pL were added to the upper chamber
and incubated for 2h at 37°C in 5% CO,. Migrating NK cells were obtained from the lower
chamber and stained for phenotype analysis. NK cell phenotype was also assessed before
migration. Results are expressed as percentage of migrating NK cells = (migrating NK cell

number)/(NK cell number before migration) x100.
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Cytotoxicity Assays

Target cell death was measured either using fluorometric assessment derived from previously
described FATAL (Fluorometric assessment of T lymphocyte antigen specific lysis) assay
(Sheehy et al. 2001) or by measuring the release of the adenylate kinase enzyme from damaged
cells (Toxilight® BioAssay kit, Lonza, Rockland, USA). NK cells were cultured overnight in 6
well plates at 10° cells/mL in complete RPMI (negative control), with cytokine cocktail (IL-15,
20ng/mL, plus IL-12, 5ng/mL, plus 1L-2, 10ng/mL) (positive control), or with CCL18 (10°M).
Target cell lines (K562 and Jurkat cells) were from the American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA).

For FATAL assay, K562 cells were stained with 2x10°M PKH-26 (Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, USA) and 2.5x10°M carboxyfluorescein diacetatesuccinimidyl ester (CFSE)
(FluoProbes, USA). Target cells and NK cells were incubated for 3h at different ratios
effector:target (0:1, 10:1, 20:1) in a 96 well round bottom plate (Corning). The death of PKH-
26" target cells was measured by intracellular CFSE loss on flow cytometer (FACScalibur®).
Cytotoxicity is expressed as % specific lysis = (% CFSE"" cells obtained in the tested ratio) —
(% CFSE'™" cells obtained for target cells alone (ratio 0:1)).

For measurement of adenylate kinase release, Jurkat (sensitive to Fas-dependent cytotoxicity)
and NK cells were resuspended at 0.5x10° cells/mL and 10x10° cells/mL respectively and
incubated for 3h at 37°C in 5% CO, at a 10:1 effector:target ratio in a 96 well round bottom
plate. To monitor NK cell death, NK cells were incubated alone in complete RPMI in numbers
equivalent to a ratio 10:1. Cell death was evaluated by the Toxilight® BioAssay on
supernatants, according to the manufacturer's recommendations and measured as cpm (count
per minute) (Victor®, PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Results are expressed as
cytotoxicity index = (cpm obtained for the tested ratio in wells containing target and NK cells -
cpm obtained for the corresponding ratio in wells containing NK cells alone)/mean cpm for
target cells alone.
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Statistical analysis

Values for all measurements were expressed as the mean + standard error of the mean (SEM).
Statistical analyses were done using GraphPad Prism 4.03 software. Values were compared
using non parametric Wilcoxon, Kruskal Wallis or Friedman tests. When statistical
significance was observed, differences were subsequently analyzed by using the Dunn test. p

values for significance were set to 0.05.
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RESULTS

CCL18 attracts NK cells from nonallergic donors in a G-protein dependent manner

To determine the chemotactic effect of CCL18 on NK cells, in vitro migration was assessed in
Boyden chamber. Whilst NK cells from allergic and nonallergic donors similarly migrated
towards the positive control CXCL12, only NK cells from nonallergic donors migrated dose-
dependently towards CCL18 (figure 1A). Because allergic patients exhibit high levels of
circulating CCL18 compared to nonallergic donors (de Nadai et al. 2006), which may induce
internalization of the receptor after ligand recognition (Neel et al. 2005), we evaluated NK cell
chemotaxis after resting in the absence of ligand in order to allow receptor cell surface re-
expression. NK cells from allergic donors cultured in medium alone for 24 and 48 hours, did
not migrate in response to CCL18 (data not shown). We also checked that NK cell migration of
nonallergic donors was not due to chemokinesis, by performing migration assays in the
presence of CCL18 in the upper compartment of the Boyden chamber (data not shown).
Finally, NK cell pre-treatment by pertussis toxin abolished the migration of NK cells in
response to CCL18 (figure 1B), suggesting G-protein-dependent pathway.

To evaluate if CCL18 preferentially attracted a defined subset, NK cells from nonallergic
donors were stained and analyzed by flow cytometry before and after migration toward CCL18
through a Transwell®. As seen above, NK cells from nonallergic donors significantly migrated
in response to CCL18 (% of migrating cells = 26.69+2.84) compared to migration toward
medium (% of migrating cells = 16.88+1.44). However, we did not evidence any enrichment of
CD56™9" or CD56"™ subsets, nor of NK cells positive for perforin or CD161 (involved in
cytotoxicity), IFN-y (the major cytokine produced by NK cells), or CCR4 (important

chemokine receptor in Th2 allergic response) (data not shown).
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CCL18 induces cytotoxic function of NK cells from nonallergic donors in a G-protein-
dependent manner

Cytotoxicity toward the NK cell-sensitive target cell lines was measured after overnight
stimulation of NK cells by CCL18. The cytokine cocktail IL-2+IL-12+IL-15 significantly
increased cytotoxicity of NK cells from allergic and nonallergic donors. However, only NK
cells from nonallergic donors exhibited increased cytotoxicity in response to CCL18 (figure
2A-B). CCL18-induced cytotoxicity was inhibited by pertussis toxin, suggesting a G-protein-

dependent pathway (figure 2C).

Defective response of NK cells from allergic patients to CCL18 is not related to a down
regulation of its putative receptor

The defective response of NK cells from allergic donors to CCL18 suggested a problem at the
receptor level. As the putative CCL18 receptor is still debated, it was indirectly labeled using
the biotinylated ligand as previously described (Azzaoui et al. 2011). NK cells from both
allergic and nonallergic donors were able to bind CCL18 (figure 3A-B), suggesting that
CCL18 receptor is not down regulated. Both CD56""" and CD56%™ NK cell subsets bound
CCL18, confirming our previous data on transmigrated cells. However more CD56%™ NK cells
bound CCL18 than CD56"™ NK cells in allergic and nonallergic donors (figure 3A-B),
suggesting that CCL18 receptor may identify subpopulations among subsets. In contrast, we
did not evidence difference in the expression of other chemokine receptors by CD56"¢" and
CD56%™ NK cells between allergic and nonallergic donors (figure 3C). Chemokine binding to
these receptors induced in vitro migration of NK cells from both nonallergic and allergic
donors (data not shown). These results suggest that CCL18-related defects on NK cells from

allergic donors is restricted to this chemokine.
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DISCUSSION

In this work, we found that CCL18 was able to bind, attract and stimulate NK cells in vitro.
Our data confirm a very recently published work (Krohn et al. 2013b), but show for the first
time that this response is restricted to NK cells isolated from nonallergic donors. Such
differential effect has been previously observed for this particular chemokine but in terms of T
cell and dendritic cell activation (Azzaoui et al. 2011). The absence of NK cell migration
towards CCL18 in allergic patients is not related to a downregulation of CCL18 receptor cell
surface expression because resting of NK cells from allergic patients for 24 or 48 hours in
medium, which allows re-expression of chemokine receptor after internalization (Neel et al.
2005), did not restore their migration. Moreover, labelled-CCL18 was able to bind NK cells
from both allergic and nonallergic donors suggesting that the putative receptor for CCL18 was
present at the cell surface of NK cells from allergic patients. The other known chemokine
receptors expressed by NK cells were not differentially expressed between allergic and
nonallergic donors suggesting that the defect in NK reactivity to CCL18 is specific to the
chemokine and not to the allergic status. CCL18 receptor was coupled to G-protein as shown
by pertussis toxin inhibition of CCL18-induced migration and cytotoxic response. This is
concordant with previous studies showing that chemokine signalling in NK cells involves
pertussis toxin-sensitive and -insensitive heterotrimeric G-proteins (Maghazachi et al. 1997;
Maghazachi 2010; Walzer et al. 2011). In NK cells from allergic patients, this receptor might
be uncoupled from proper signalling. This may be the consequence of a mutated receptor as
shown for CXCR2. Indeed, Cys-mutated CXCR2 displayed a severely reduced chemotaxis
toward CXCLS, despite its conserved ability to bind this chemokine (Limatola et al. 2005).
Another explanation is suggested by a recent publication showing that the major binding
interaction of CCL18 is to glycosaminoglycans (GAGs). However, a CCL18 mutant unable to
bind to GAGs was still able to induce the chemotactic response (Krohn et al. 2013b),
suggesting the existence of a different functional receptor for CCL18, mediating chemotaxis.
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Therefore, in our experiments, the functional G-protein-coupled receptor for CCL18 might be
down-regulated on NK cells from allergic patients, whereas GAG may bind the biotinylated-
CCL18 consequently showing no difference of expression between allergic and nonallergic
subjects. Very recently, it was shown that CCL18 binds to and activate CCR8 (Islam et al.
2013). However, CCR8 was found to be undetectable on freshly-isolated NK cells (Ebert et al.
2006) or expressed by 0.7% of NK cells and restricted to the CD56™"" NK cell subset (Soler et
al. 2006), suggesting that a different receptor might be involved in CCL18-induced NK cell
chemotaxis.

In nonallergic donors, we showed that CCL18 did not preferentially attract CD56™""™ or
CD56"™ subset and that the two subsets bound CCL18. However, only a fraction of CD56""
or CD56%™ NK cells was able to bind CCL18 (respectively around 75 and 50%) suggesting the
existence of different subsets based on chemokine receptor expression within CD56°"9" and
CD56™ subsets as previously shown (Berahovich et al. 2006). We also showed that CCL18
migration did not modify the percentage of NK cells expressing perforin, CD161, IFN-y and
CCR4, suggesting that CCL18 does not preferentially attract NK cells specialized in
cytotoxicity or IFN-y production.

We found CCL18 to have no effect on IFN-y production, on KIR or NKp46 expression or on
NK cell proliferation (data not shown). However, CCL18 increased cytotoxicity of NK cells
from nonallergic donors. Other chemokines have been shown to enhance the cytotoxic activity
of resting NK cells mainly through the release of cytotoxic granules (Taub et al. 1995;
Loetscher et al. 1996; Yoneda et al. 2000). Because NK cells were washed after CCL18-
induced activation, another mechanism may probably account for CCL18 induced NK cell
cytotoxicity. One possibility is cell polarization, which is required for the release of NK
cytolytic granules as well as for the formation of conjugates between Killer cells and their

target cells, as shown for other chemokines (Nieto et al. 1998).
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As CCL18 does not exist in rodent (Tasaki et al. 1999), it prevents in vivo studies in animal
models. However, we can speculate that CCL18 produced in particular by dendritic cells
(Lindhout et al. 2001; Vulcano et al. 2003) may help to locate and activate NK cells in their
vicinity for crosstalk (Buentke et al. 2002; Walzer et al. 2005). One argument in favour of this
hypothesis is given by the analysis of skin lesions of atopic dermatitis patients where natural
killer cells were detected in the epidermis in close contact with CD1a™ dendritic cells (Buentke
et al. 2002), whilst all CCL18-expressing cells in the epidermis were CD1a" (Gunther et al.
2005). Moreover both CCL18 and intratumoral NK cells were associated with prolonged
survival of gastric cancer patients (Ishigami et al. 2000; Leung et al. 2004), which may be
related to CCL18 increasing NK cell cytotoxic function.

Altogether, our results showing that NK cells from allergic donors did not respond to CCL18
suggest that efficient crosstalk between dendritic cells and NK cells may be disrupted in

allergic patients, resulting in defect in NK cell activation.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: CCL18 attracts NK cells from nonallergic donors in a G-protein-dependent
manner.

(A) Migration towards the positive controls CXCL12 and different concentrations of CCL18
(n=14 for nonallergic donors, n=5 for allergic donors). The line sets at 1 represents chemotactic
index of medium. * p<0.05 chemokines versus medium. (B) NK cells from nonallergic donors

were incubated with or without pertussis toxin immediately before chemotaxis assay (n=3).

Figure 2: CCL18 enhances cytotoxic activity of NK cells from nonallergic donors in a G-
protein-dependent manner.

(A) Purified NK cells from nonallergic (n=13) or allergic (n=9) donors were incubated
overnight in complete medium alone or supplemented with IL-15+IL-12+IL-2 (cytokine
cocktail) or CCL18. Afterward, NK cells were incubated with Jurkat target cells at a 10:1
(effector:target) ratio and specific lysis was evaluated by adenylate kinase release. (B) NK cells
stimulated in the same conditions with cytokine cocktail or CCL18 were incubated with K562
target cells at 10:1 and 20:1 (effector:target) ratio and specific lysis was evaluated by
fluorometric method. One representative experiment out of 3 is shown for nonallergic and
allergic donors. (C) NK cells from nonallergic donors were incubated with or without pertussis

toxin immediately before activation with CCL18 (n=3). NS: not significant.

Figure 3: CCL18 binds to NK cells from both allergic and nonallergic donors.

(A) Mean + sem of percentages of cells binding CCL18 amongt total CD3'CD56", CD3"
CD56%™ CD3'CD56°"" NK cells for nonallergic (n=7) and allergic (n=6) donors. Results are
expressed as mean percentage of CCL18 receptor positive (% CCL18-R") cells + sem. * and #:
p<0.05 between CD3'CD56“™ and CD3'CD56°"" NK cells for nonallergic and allergic
donors, respectively. (B) A representative histogram of CCL18 receptor staining is shown for
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one nonallergic and one allergic donor. Black histogram: biotinylated-CCL18, grey histogram:
non relevant biotinylated protein. (C) Expression of other chemokine receptors on total or
subsets of NK cells, isolated from nonallergic (black columns, n=8) or allergic (white columns,

n=12) donors. Results are expressed as mean percentage of chemokine receptor positive (%

chemokine-R") cells + sem.
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Figure 3:
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Résumé de Darticle: Natural Killer cells induce eosinophils activation and apoptosis

Les cellules Natural Killer (NK) sont des lymphocytes du systéme immunitaire inné
initialement caractérisées par leurs fonctions cytotoxiques sur des cellules infectees et
transformées sans sensibilisation préalable. Les cellules NK jouent également un role
immunorégulateur en libérant des cytokines et chimiokines et en interagissant avec différentes
cellules de 'immunité comme les cellules dendritiques, les lymphocytes, les monocytes et les
neutrophiles. Les éosinophiles sont fortement impliqués dans les maladies allergiques, ou ils
induisent des dommages et des dysfonctionnements tissulaires et contribuent au maintien de
I'inflammation en libérant un ensemble de protéines cationiques de granules cytotoxiques.
Ainsi, la régulation de leur activation et apoptose semble cruciale pour développer une réponse

immune bénéfique et éviter les dommages tissulaires.

La deuxieme partie de mon travail de thése s’est basé sur I’hypothése d’un dialogue
entre les cellules NK et les éosinophiles qui modifierait leurs fonctions respectives. Tres peu de
données ont été publi¢es sur ce sujet (certaines ’ont été au cours de la thése) mais toutes
suggeérent une interaction entre les cellules NK et les éosinophiles. Nous avons purifié et
cocultivé des cellules NK et des éosinophiles autologues pendant 3 et 12h, a différents ratios.
Nous avons montré que les cellules NK activent directement les €osinophiles comme en
témoignent 1’augmentation du CD69 et la diminution de I’expression du CD62L, et induisent
leur dégranulation : expression membranaire du CD63 sur les éosinophiles vivants et libération
de I’eosinophil cationic protein (ECP), ’eosinophil derived neurotoxin (EDN). De plus, la
coculture avec les cellules NK induit I’apoptose et la mortalité des éosinophiles dés la premicre
heure de coculture. Cependant 1’apoptose et la mortalité des cellules NK ne sont pas modifiées.
La fixation des cellules NK et la separation des cellules NK et des €osinophiles par une
membrane poreuse empéche presque totalement 1’activation et 1’apoptose des €osinophiles,
suggérant 1’implication de molécules de surface bien que I’implication de facteurs solubles ne
puisse étre exclue. L expression de ERK (extracellular signal-regulated kinase) phosphorylé est
augmentée dans les éosinophiles en coculture. De plus, I’expression membranaire du CD63 est
diminué apres traitement par des inhibiteurs pharmacologiques des voies de signalisation
impliguant ERK, p38MAPK (mitogen-activated protein kinase), c-Jun Nterminal kinase
(JNK), et PI3K (phosphoinositide 3-kinase), suggérant I’implication de ces voies de
signalisation dans la dégranulation des eosinophiles induite par les cellules NK. Enfin, nous
avons montre que les cellules NK augmentent 1’expression des reactifs dérivés de 1’oxygeéne
(ROS) par les éosinophiles en co-culture et que des inhibiteurs mitochondriaux (rotenone et

antimycine) diminuent partiellement 1’apoptose des €osinophiles induite par les cellules NK,
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suggérant I’implication des ROS mitochondriaux dans 1’apoptose des éosinophiles induite par
les cellules NK. Un inhibiteur de caspases (ZVAD-FMK) ne diminue que trés modérément

I’apoptose des éosinophiles en co-culture.

En résumé, nos résultats suggérent que les cellules NK pourraient réguler 1’inflammation a

éosinophiles en induisant leur activation et/ou leur apoptose.

126



Natural Killer cells induce eosinophil activation and apoptosis

a,b,cd a,b,cd,f

Ali Awad**“?  Hanane Yassine®®®d Mathieu Barrier , Han Vorng®*¢d

, Philippe

Marquillies*>®?, Anne Tsicopoulos*”*“¢, Catherine Duez***".

®Pulmonary Immunity, Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale, U1019, F-
59019, Lille, France ; "Institut Pasteur de Lille, Center for Infection and Immunity of Lille, F-
59019, Lille, France ; “°CNRS UMR 8204, F-59000, Lille, France ; “Univ Lille Nord de France,
F-59000, Lille, France; ®Clinique des Maladies Respiratoires et Centre Hospitalier Régional et
Universitaire de Lille, 59037 Lille, France ; ‘current address : ALZPROTECT, Bio-incubateur,

Parc Eurasanté, 70 rue du Dr. Yersin, 59120 Loos, France

Corresponding author:

Catherine Duez

Center for Infection and Immunity of Lille, Team 11: Pulmonary Immunity
Institut Pasteur de Lille, 1 rue du Pr Calmette, BP 245

59019, Lille Cedex, France

Phone: (33) 32087 71 83

Fax: (33) 320 87 73 45

e-mail: catherine.duez@pasteur-lille.fr

Key words: Natural Kkiller cell, eosinophil, degranulation, apoptosis

127


mailto:catherine.duez@pasteur-lille.fr

Abstract

Eosinophils are potent inflammatory cells with numerous immune functions, including antigen
presentation and exacerbation of inflammatory responses through their capacity to release a
range of largely preformed cytokines and lipid mediators. Thus, timely regulation of eosinophil
activation and apoptosis is crucial to develop beneficial immune response and to avoid tissue
damage and induce resolution of inflammation. Natural Killer (NK) cells have been reported to
influence innate and adaptive immune responses by multiple mechanisms including
cytotoxicity against other immune cells. In this study, we analyzed the effect of the interaction
between NK cells and eosinophils. Co-culture experiments revealed that human NK cells could
trigger autologous eosinophil activation, as shown by up-regulation of CD69 and down-
regulation of CD62L, as well as degranulation, evidenced by increased CD63 surface
expression, secretion of eosinophil cationic protein (ECP) and eosinophil derived neurotoxin
(EDN). Moreover, NK cells significantly and dose dependently increased eosinophil apoptosis
as shown by annexin V and propidium iodide (PI) staining. Both direct contact and soluble
factors were necessary for eosinophil degranulation and apoptosis. Increased expression of
phosphorylated extracellular signal-regulated kinase (ERK) in cocultured eosinophils and
inhibition of eosinophil CD63 expression by pharmacologic inhibitors suggest that ERK
pathway is involved in NK cell-induced eosinophil degranulation. Finally, we showed that NK
cells increased reactive oxygen species (ROS) expression by eosinophils in co-culture and that
mitochondrial inhibitors (rotenone and antimycin) partially diminished NK cell-induced
eosinophil apoptosis, suggesting the implication of mitochondrial ROS in NK cell-induced
eosinophil apoptosis. Pan-caspase inhibitor (ZVAD-FMK) only slightly decreased eosinophil
apoptosis in coculture. Altogether, our results suggest that NK cells regulate eosinophil

functions by inducing their activation and their apoptosis.
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Introduction

Eosinophils are multifunctional leukocytes implicated in the pathogenesis of numerous
inflammatory processes including parasitic helminth, bacterial and viral infections, tissue
injury, tumor immunity, and allergic diseases. Among various hematopoietic factors, IL-5
potently and specifically stimulates eosinophil production and survival (Sanderson 1992).
Eosinophils have been shown to possess the ability to perform numerous immune functions,
including antigen presentation and exacerbation of inflammatory responses through their
capacity to release a range of largely preformed cytokines and lipid mediators (Hogan et al.
2008). For example, eosinophils can serve as major effector cells inducing tissue damage and
dysfunction by releasing an array of cytotoxic granule cationic proteins: Major Basic Protein
(MBP), Eosinophil Cationic Protein (ECP) and Eosinophil derived Neurotoxin (EDN) (Gleich
et al. 1986). CD63 translocation and enhanced cell surface expression is associated with this
release of mediators (Mahmudi-Azer et al. 2002). Timely regulation of eosinophil activation
and apoptosis is crucial to develop beneficial immune response and to avoid tissue damage and

induce resolution of inflammation.

Human Natural Killer cells (NK) are large granular lymphocytes discovered more than 30
years ago, defined by the absence of CD3 and the presence of CD56 on their surface. NK cells
constitute approximately 10% to 15% of the total blood lymphocytes and are found in several
tissues, including the bone marrow, spleen, liver, omentum, intestine, peritoneal cavity,
placenta and lung (Gregoire et al. 2007; Caligiuri 2008). They can play a cytotoxic role against
stressed, transformed or infected cells by integrating several signals transduced by various
activating and inhibitory surface receptors without prior sensitization (Lanier 2005). In
humans, activating receptors include NKp46, NKp30, NKp44 (collectively termed Natural
Cytotoxicity receptors, NCR), NKG2D (Moretta et al. 2001), the leucocyte adhesion molecule

DNAM-1 (CD226) (Shibuya et al. 1996), whereas NKp80 and 2B4 (CD244) (Moretta et al.
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2001) are generally considered as co-receptors since their triggering function is dependent on
the simultaneous engagement of major activating receptors. LFA-1 (a heterodimer of
CD11a/CD18) is required for lysis by NK cells and is sufficient to induce activation signals in
NK cells (Barber et al. 2004). The main pathway of NK-cell-mediated cytolysis is dependent
on perforin and granzymes (Lieberman 2003); however, other mechanisms of target-cell lysis
induction have been described, including the role of FAS-L (CD178) and tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)-dependent receptors (Arase et al. 1995;

Kashii et al. 1999).

NK cells are known to have immunoregulatory effects on immune cells, such as T cells, B
cells, dendritic cells, monocytes and neutrophils through cell-cell contact and secretion of
various soluble products (Blanca et al. 2001; Cooper et al. 2004; Dalbeth et al. 2004; Zingoni
et al. 2004; Thoren et al. 2012). For example, they were shown to edit the immune response
through induction of lysis or maturation of dendritic cells, a key cell in T lymphocyte
polarization (Ferlazzo et al. 2002; Vitale et al. 2005). Few studies have evaluated the potential
interactions between NK cells and eosinophils, and have provided contradictory results. NK
cells were shown to up- or down-regulate allergic eosinophilic inflammation. In murine models
of asthma, depletion of NK cells prior to allergen challenge, using anti-NK1.1 or anti-
AsialoGM-1 antibodies decreased eosinophilia in bronchoalveolar lavage fluid (Korsgren et al.
1999; Ple et al. 2010). However depletion of NK cells after allergen challenge delayed
clearance of airway eosinophils and antigen-specific CD4"T lymphocytes through NKG2D
(Haworth et al. 2011). In humans, a positive correlation between the eosinophil percentage and
NK cell number and activation was observed in peripheral blood from severe asthmatic
patients (Barnig et al. 2013). Supernatants of NK cells from patients with allergic rhinitis were
shown to induce in vitro recruitment of eosinophils through IL-8 (El-Shazly et al. 2011). In
contrast, NK cells interacted with autologous eosinophils to promote their apoptosis (Barnig et

al. 2013).
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The current study was designed to characterize activating or inhibitory effects of NK cells on
eosinophils in vitro and to investigate the molecular events involved in this scenario. We show
that NK cells in co-culture with autologous eosinophils rapidly induce dose-dependent
eosinophil degranulation and apoptosis whatever the allergic status of the subjects.
Mechanisms involve cell-cell contact and soluble mediators. NK cell-induced eosinophil
degranulation depends upon mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway, whereas their

apoptosis seems to involve mitochondrial ROS and caspase pathways.
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Materials and methods

Ethic statement
The study was approved by the Comité consultatif de protection des personnes dans la
recherche biomédicale de Lille (CP 04/45). All donors signed an informed consent form.

Isolation of peripheral blood mononuclear cells and NK cell purification

Blood from adult donors was obtained either through the Etablissement francais du Sang in
Lille or from allergic or nonallergic volunteers. Human Peripheral Blood Mononuclear Cells
(PBMC) were separated from heparinized blood after removal of platelets and plasma
(centrifugation 1000 rpm, 12 min, 18°C), dilution of blood in RPMI 1640 (Invitrogen, GIBCO)
supplemented with Ticarpen (200 pg/ml) and centrifugation (1800 rpm, 25 min, 18°C) on
Ficoll-Paque™ plus (GE Healthcare, Bio-science AB). After washings in RPMI 1640
(centrifugation 2000 rpm, 10 min, 10°C), PBMC were counted on a Thoma Cell. NK cells
were negatively selected as recommended by the manufacturer (StemCell Technologies,
Vancouver, BC, Canada VV5Z 1B3), after incubation with an antibody cocktail for the depletion
of cells expressing the following surface antigens: CD3, CD4, CD14, CD19, CD20, CD36,
CD66b, CD123, HLA-DR, glycophorin A, for 10 min at room temperature. This step was
followed by incubation for 5 min at room temperature with magnetic beads. NK cells were
obtained after incubation for 2.5 min in easysep® magnet and counted on a Thoma Cell with
trypan blue to assess their viability and were then resuspended at 1x10° living cells/ml in
complete RPMI (RPMI + 10% Fetal Calf Serum (FCS) + 2mM glutamine + 200 pg/ml
Ticarpen). The purity of NK cell fraction (CD3" CD56") was more than 95%, as assessed by
flow cytometry (FACScalibur®, Becton-Dickinson , California USA) using FITC-conjugated
anti-CD3 and PE-conjugated anti-CD56 antibodies (Becton-Dickinson and Beckman Coulter,

Fullerton, California).
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Purification of Eosinophils

After the Ficoll step described above, red blood cells from pellets were lysed after two
successive incubations (10mM KHCO3 155mM NHA4CI, 0.1mM EDTA) of 15 and 10 min on
ice. Eosinophils were negatively selected by magnetic separation as recommended by the
supplier (StemCell Technologies). After 10 min incubation with a cocktail of antibodies for the
depletion of cells expressing the following antigens: CD2, CD3, CD14, CD16, CD19, CD20,
CD36, CD56, CD123, glycophorin A, granulocytes were incubated for 10 min at room
temperature with magnetic beads. Eosinophils were obtained after two successive incubations
of 10 min in the Easysep® magnet. Living Eosinophils were counted on the Thoma Cell after
trypan bleu exclusion and then resuspended at 1x10° living cells/ml in complete RPMI. Purity
of eosinophils checked on a slide stained with May-Grinwald Giemsa (Reagent RAL,

Martillac, France) was always > 95%.
Co-culture of NK cells and Eosinophils

After purification, the two cell types were cultured in a 96 round bottom wells (Costar, Corning
Incorporated, NY, USA) at different ratio in complete RPMI in the presence of interleukin-5
(20 ng/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) : NK cells alone, eosinophils alone and
NK cells : eosinophils at the ratios 1:1; 5:1; 10:1. Cultures were performed for 3 or 12 hours as

indicated in the figures.
Treatment of cells

To inhibit the cell contact, NK cells and eosinophils were co-cultured on both sides of
Transwell® permeable supports 3um (Corning Incorporated-Life Sciences). NK cells were also
incubated for 1h30 in the presence of paraformaldehyde (PFA) 4% and then washed 3 times
before incubation with eosinophils. To analyze the role of activating NK cell receptors and co-

receptors or death receptors in the modulation of eosinophil function, NK cells were
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preincubated with different antibodies: anti-FasL, anti-NKp46, anti-DNAM-1, anti-LFA-1,
anti-CD30L mouse IgG1l control (BD Pharmigen™), anti-TRAIL, anti-NKG2D (R&D
Systems), anti-NKp30 (Biolegend, San Diego, California, USA) and anti-2B4 (Immunotech,
Marseille, France) antibodies. Eosinophils were also preincubated with anti-CD54 and anti-
CD40 antibodies (Biolegend) or mouse IgG1 control antibody (BD Pharmigen™). The role of
IFN-y and TNF-a was studied after addition of neutralizing antibodies against each cytokine
(R&D system and Biolegend, respectively) or the corresponding control antibodies. To
evaluate perforin-mediated cytotoxicity, NK cells were preincubated with Concanamycin A
(CMA) (Sigma-Aldrich) 50 nM for 2h followed by 3 washes before culture with eosinophils.
Controls were performed using the corresponding quantities of DMSO used as diluent. To
identify signaling pathways involved in their activation, eosinophils were preincubated for 5
min at 37C°, in the presence or absence of inhibitors for P3BMAPK, ERK, JNK and PI3K: SB
203580 1uM, PD 98059 25uM, SP 600125 20puM and LY 294002 10uM, respectively. NK
cells were added to the culture without washes. To characterize apoptotic pathways, pan
caspase inhibitor (ZVAD-FMK) 50uM (Calbiochem-Merck, Germany) or inhibitors of
mitochondrial electron transport: rotenone 25uM and antimycin A 45uM (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) were incubated with eosinophils for 30 min at 37C° before co-culture with NK

cells.
ECP and EDN measurements

ECP and EDN levels were measured in co-culture supernatants (Medical & Biological
Laboratories CO, Japan). Briefly, supernatants or standards were incubated with anti-human
ECP or EDN monoclonal antibody for 60 minutes at room temperature. After washings,
peroxidase anti-human ECP or EDN polyclonal antibodies was added into the microwells and
incubated for 60 minutes at room temperature. After washings, the peroxidase substrate was

added for 10 minutes at room temperature. The optical density was read at 450 nm using a
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microplate reader (Multiskan Ascent, Thermo electron Corporation, W1, USA). The sensitivity

of ECP and EDN assays is 0.125ng/ml and 0.62ng/ml, respectively.
Measurement of apoptosis and vitality by flow cytometry

After 3 and 12 hours of co-culture, cells were centrifuged (1500 rpm, 5min, 4°C) and washed
twice in sterile PBS and resuspended in Annexin V Binding Buffer. Annexin V-FITC/
Propidium lodide (P1) staining was performed using 5 pL/test of anti-Annexin V antibody and
5 pL/test of PI as recommended by the manufacturer (BD Pharmingen™, CA, USA). The
analysis was performed on flow cytometer (FACScalibur® piloted by CellQuest Software,
Becton-Dickinson). NK cells and eosinophils were identified on the basis of their size
difference (FSC) and granularity (SSC) as shown in figure 1. Dead cells were defined as
Annexin V" cells, including Annexin V* Pl early apoptotic cells and Annexin V' PI" late

apoptotic or dead cells, using FlowJo 7.6.5 software.
Measurement of reactive oxygen species (ROS) production by flow cytometry

Cells were resuspended at 1x10%ml PBS and labeled with dihydroethidium (Hydroethidine,
HE, 1uM) (Molecular Probes®, lifeTechnologies, Grand Island, NY,USA), a substance that is
oxidized by ROS to become ethidium and to emit red fluorescence (Rothe et al. 1990). After

15 min incubation, cells were washed in PBS and analyzed on flow cytometer (FACScalibur®).

Detection of cell surface markers and intracellular ERK and phosphorylated-ERK (pERK)

by flow cytometry

After 3 or 12 hours of co-culture, cells were recovered, centrifuged and resuspended with PBS-
SVF 2% for staining of cell surface markers. Cells were incubated at 4°C for 30 min in a V-
bottom plate (100 pL/well) (Costar, Corning Incorporated) with antigen specific mouse
monoclonal antibodies coupled to a flurochrome or with the corresponding control antibody:
anti-CD69-FITC and anti-CD62L-APC (BD Pharmingen™) to evaluate activation and anti-
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CD63-FITC and anti-CD107a-FITC to measure degranulation for eosinophils and NK cells
respectively (BD Pharmingen™). The expression of the different markers was analyzed on live
cells defined as AnnexinV'-PE 7-aminoactinomycin D (7AAD) (BD Pharmingen™). After
two washes with PBS-SVF2%, cells were resuspended for reading on flow cytometer
(FACScalibur®). The results were expressed as the percentage of labeled living cells after

subtraction of the percentage obtained with the corresponding control antibody.

For ERK and pERK identification, cells were recovered after 3 hours of co-culture and stained
with AnnexinV antibody (BD Pharmingen). After fixation with 4% paraformaldehyde (PFA)
and permeabilization with 90% methanol, cells were stained with anti-ERK, anti-pERK or the
appropriate control antibody according to the manufacturer protocol (Cell Signaling
Technology, MA, USA). Staining was evaluated on AnnexinV" cells using flow cytometer

(FACScalibur®).
Statistical analysis

When appropriate, D’Agostino and Pearson normality test was performed and values were
expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Comparisons were performed with the
Wilcoxon test or the one- or two-way ANOVA tests followed by Bonferroni, Tukey, Dunn or
Sidak post tests using the software Graph Pad Prism 6 (Graph Pad software, USA) as

mentioned in figure legends. The results were considered significant for p < 0.05.
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Results

NK cells induce eosinophil activation and degranulation

The effect of human NK cells on eosinophil activation was analyzed in vitro after purification
of both cell types from fresh blood of the same donor. Because cytokine priming occurs in vivo
in a variety of allergic, parasitic and other hypereosinophilic disorders (Rothenberg et al.
2006), and because eosinophils die rapidly without survival factors, cultures were performed in
the presence of IL-5. Eosinophil activation was evaluated after 3 and 12h at different ratios of
NK cells:eosinophils (0:1, 1:1, 5:1 and 10:1) by the measurement of cell surface expression of
CD62L and the early activation marker CD69 (figure 1C-D). In order to evaluate if eosinophil
degranulation comes along with activation, CD63 surface expression (Mahmudi-Azer et al.
2002) was measured after 3 hours of co-culture. Live eosinophils were defined as annexin V-
7AAD" cells with high side scatter parameter (figure 1A). Results showed that eosinophils co-
cultured with autologous NK cells significantly and dose-dependently decreased CD62L
(figure 1C) and increased CD69 (figure 1D) expression at 3 and 12h, which is consistent with
eosinophil activation. Similarly, eosinophils expressed higher CD63 surface expression when
co-cultured with increasing numbers of NK cells (figure 1B), suggesting degranulation.
Eosinophil degranulation was confirmed by the detection of ECP (figure 2A) and EDN (figure
2B) in co-culture supernatants, detectable both at 3 and 12 hours. No ECP/EDN levels were
detected in supernatant culture of NK cells alone. ECP and EDN release increased with

quantities of NK cells and time.

NK cells induce eosinophil apoptosis

We evaluated whether resting NK cells were also able to modify eosinophil apoptosis in the
same culture conditions. Eosinophil apoptosis was detected by annexin V and propidium iodide
(PI) staining after 3 and 12h incubation with different ratios of NK cells. The culture with NK

cells significantly and dose dependently increased eosinophil apoptosis at 3 and 12 hours
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(figure 3). Eosinophil apoptosis also increased with time. Because delayed eosinophil apoptosis
has been observed in several eosinophil-associated diseases including allergic asthma and
rhinitis (Wedi et al. 1997), we compared the effect of NK cells on the apoptosis of autologous
eosinophil from allergic (asthma or rhinitis) and non allergic donors. Eosinophils were
similarly sensitive to NK cells whatever the allergic status, and no significant difference except
the apoptosis levels of eosinophils alone was observed (data not shown). Finally eosinophils

did not modify NK cell apoptosis (data not shown).

Cellular interaction and soluble mediators are involved in NK cell-induced eosinophil

degranulation and apoptosis

To analyze if cell contacts or soluble mediators were involved in eosinophil activation,
degranulation and apoptosis, eosinophils were cultured alone or with NK cells (10:1 ratio),
either separated by a permeable membrane (Transwell®) or fixed with paraformaldehyde
(PFA), respectively. The presence of a Transwell® membrane between cells completely
abrogated the increased surface expression of CD63 on eosinophils compared to direct contact,
suggesting the involvement of surface molecule interactions (Figure 4A). Similarly, NK cells
separated from eosinophils by the membrane did not modify the apoptosis of eosinophils after
a co-culture of 3h (Figure 4C) or 12h (data not shown), suggesting that a direct contact is
necessary to induce eosinophil apoptosis. We tested the involvement of adhesion molecules
(DNAM-1, LFA-1 and CD54), NK cell cytotoxic activating receptors (NKp30, NKp46,
NKG2D), co-receptor (2B4), members of the TNF family ligands (FasL, TRAIL, CD40L) or
membrane TNF-o by the use of blocking antibodies in co-culture experiments. None of the
neutralizing antibody impaired CD63 increased expression and apoptosis induced by NK cells
(data not shown), suggesting the involvement of molecules different from the ones classically

implicated in the interaction of NK cells with their target cells.
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In order to avoid the participation of soluble mediators produced by NK cells (such as
perforins, granzymes, IFN-y and TNF-a) on eosinophil degranulation and apoptosis, NK cells
were fixed with paraformaldehyde (PFA) prior to co-culture. Indeed, human peripheral blood
NK cells fixed with PFA were previously shown to retain cytotoxic properties attributable to
the constitutive expression on their surface of cytotoxic molecules like FasL or membrane
TNF-a (Vujanovic et al. 1996), suggesting that NK cell surface molecules remain functional.
Fixation of NK cells significantly decreased the percentage of CD63 positive eosinophils
(Figure 4B), suggesting that soluble factors may be involved. To analyze the role of IFN-y, co-
cultures were performed in the presence of neutralizing antibodies. No modifications in the
percentage of CD63 positive eosinophils were seen (data not shown), suggesting that IFN-y is
not implicated in NK cell-induced eosinophil degranulation. Similarly, NK cell fixation
significantly decreased eosinophil apoptosis (Figure 4D), suggesting the involvement of
soluble factors in this function. However, concanamycin A, which inhibits perforin-based
cytotoxic activity (Kataoka et al. 1996), did not inhibit eosinophil apoptosis after 3h and 12h of
co-culture (data not shown). We also observed that NK cell in co-culture with eosinophils did
not modify their CD107a surface expression (data not shown), a marker of NK cell
degranulation (Alter et al. 2004). These results suggest that NK did not induce eosinophil

apoptosis through natural cytotoxicity.

MAP kinases participate in eosinophil degranulation induced by NK cells

The mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway (including extracellular signal-
regulated kinase (ERK), c-Jun Nterminal kinase (JNK), and p38 MAPK) as well as the Akt
cascade involving the production of phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphates (PtdIns(3,4,5)P3)
by phosphoinositide 3-kinase (PI3K) have been shown to play a role in eosinophil
degranulation induced by various stimuli (Adachi et al. 2000; Carlson et al. 2011). Eosinophils

in co-culture with NK cells exhibited increased phosphorylated ERK (pERK) compared to
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eosinophils alone (figure 5A). Similarly, NK cells from the co-culture increased their
expression of pERK compared to NK cells alone (figure 5B), suggesting that NK cells are
activated in the presence of eosinophils. To study the importance of MAP kinases and PI3K
pathways in NK cell-induced eosinophil degranulation, we added SB202190 (a p38 inhibitor),
PD98059 (a MAP/ERK kinase inhibitor), SP600125 (an inhibitor of the three JNK enzymes) or
LY294002 (a PI3K inhibitor) to co-cultures of NK cells and eosinophils. Corresponding
quantities of DMSO were used for control conditions. ERK and JNK inhibitors significantly
decreased the percentage of CD63 positive eosinophils (figure 5C), suggesting that these
pathways are, at least partly, involved in NK cell-induced eosinophil degranulation. No
significant effect was measured on NK cell-induced eosinophil apoptosis. Moreover, none of

the inhibitors decreased spontaneous eosinophil degranulation and apoptosis (data not shown).

Depletion of the mitochondrial respiratory chain prevents NK cell-induced eosinophil

apoptosis

We followed superoxyde production in eosinophils by staining with the superoxide sensitive
probe dihydroethidium (HE). NK cells dose-dependently increased the percentage of HE-
positive eosinophils (figure 6A), suggesting that eosinophils generated higher levels of reactive
oxygen species (ROS) following co-culture with NK cells. Rotenone suppresses the release of
superoxide from mitochondria by binding to the ubiquinol binding site in respiratory complex
1, thereby blocking the flow of electrons from complex I to complex 111 (Goodwin et al. 2010),
whereas antimycin prevents electron flow in the mitochondrial respiratory chain, acting on
complex Il (Chen et al. 2003a). Optimal non toxic inhibitory concentration of rotenone and
antimycin were first determined on eosinophils at 25uM and 45uM, respectively (data not
shown). Both mitochondrial inhibitors partially but significantly blocked NK cell-induced

eosinophil apoptosis (figure 6B), suggesting the involvement of mitochondrial ROS. Rotenone
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also significantly decreased spontaneous apoptosis of eosinophils cultured in the presence of

IL-5 only (data not shown).

To evaluate if caspase activation may signal for NK cell-induced eosinophil apoptosis, co-
cultures were performed in the presence of general caspase inhibitor (ZVAD-FMK). ZVAD-
FMK slightly but significantly (Wilcoxon test, p<0.05) decreased the apoptosis of eosinophils
in co-culture with NK cells at the ratio 10:1 (median for ZVAD: 63.45%; interquartile range:
54.18%, 76.10%; median for control: 70%; interquartile range: 59.63%, 78.70%), but not for

eosinophils alone. This result implicates a minor role of caspases.
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Discussion

In this study, we showed that resting NK cells induce dose-dependent in vitro activation of
autologous eosinophils after 3 and 12 hours of co-culture. Activated eosinophils degranulated
as showed by the increased surface expression of CD63 on live eosinophils and ECP and EDN
release in culture supernatants. CD63 has been involved in eosinophil activation and piecemeal
degranulation of eosinophils (Mahmudi-Azer et al. 2002). Activation and cytotoxic protein
release increased with time. When separated from NK cells by a permeable filter, eosinophils
did not degranulate anymore, suggesting the need for cell interactions. None of the cell surface
molecule tested was found to be involved. In particular, NKp30 which plays a key role in NK
cell interactions with dendritic cell (Ferlazzo et al. 2002; Vitale et al. 2005), was not
implicated. Neutralization of other activating receptors like NKp46 and NKG2D failed to
inhibit NK cell-induced eosinophil activation. 2B4 functions as a co-receptor in human NK cell
activation (Sivori et al. 2000). Its ligand CD48 is widely expressed by hematopoietic cells, and
more particularly by eosinophils. Cross-linking CD48 on human eosinophils was demonstrated
to trigger release of eosinophil granule proteins (Munitz et al. 2006). However 2B4/CD48
interaction was not involved in NK cell-induced eosinophil degranulation. Finally, co-cultures
were performed in the presence of anti-DNAM-1 antibody. DNAM-1 is expressed by NK cell
and interacts with CD112, expressed by eosinophils and involved in eosinophil activation
(Pende et al. 2005; Bachelet et al. 2006). Anti-DNAM-1 antibody did not inhibit the expression
of CD63 on eosinophils. We then co-cultured eosinophils with fixed NK cells to allow cellular
interactions while blocking the release of soluble mediators. Eosinophils did not degranulate in
this experimental setting, suggesting the involvement of soluble mediators. IFN-y, which
induce eosinophil degranulation (Mahmudi-Azer et al. 2002) did not play a role in NK cell-
induced degranulation. Because NK cells may produce high mobility group B1 (HMGB1)

(Semino et al. 2005), and HMGBL induces eosinophil degranulation (MBP and EPO release)
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(Lotfi et al. 2009), we tested the neutralization of HMGBL1 in NK cell/eosinophil co-culture

and found no effect.

We then investigated the signaling pathway involved in NK cell-induced eosinophil
degranulation. Inhibitors for ERK1/2 and JNK pathways added to the co-cultures significantly
decreased eosinophil degranulation assessed by CD63 surface expression, suggesting their
involvement in NK cell-induced eosinophil degranulation. ERK1/2, p38 MAPK, PI3K were
shown to play a role in eosinophil degranulation induced by various stimuli (Adachi et al.
2000; Carlson et al. 2011), but are also implicated in NK functions (cytokine production or
cytotoxicity) (Trotta et al. 2000; Li et al. 2008a; Kumar et al. 2009; Gumbleton et al. 2013).
PERK was increased in NK cells cocultured with eosinophils. Therefore, we cannot separate
the inhibitory action of SB202190, PD98059, SP600125 and LY294002 on eosinophils from

the effect on NK cells.

In parallel, we showed that resting NK cells in co-culture with eosinophils induced their
apoptosis, with no differences in apoptotic rates in allergic versus non allergic donors. This is
in accordance with previously published results, where only NK cells from severe asthmatics
display lower NK cell-induced apoptosis, whereas NK cells from mild asthmatics and healthy
subjects had similar levels of apoptosis (Barnig et al. 2013). Kinetic experiments revealed that
increased eosinophil apoptosis was detected as early as one minute after co-culture, and
paralleled activation/degranulation of live eosinophils (data not shown). This observation
suggests that eosinophil apoptosis is directly induced by NK cells and is not naturally
occurring as a consequence of eosinophil activation. This is also suggested by the absence of
inhibitory effects of MAPK and PI3K inhibitors on eosinophil apoptosis, while they decreased

eosinophil degranulation in the presence of NK cells (data not shown).

In the current study, NK cell-induced eosinophil apoptosis was shown to be dependent upon

contact by the transwell experiment and on soluble mediators. This is concordant with the
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formation of the NK-cell immunological synapse, which begins with contact with a target cell
and culminates either in the directed delivery of lytic granule contents to lyse the target cell
(Orange 2008), or in the release of soluble mediators to activate immune cells (Semino et al.
2007). However, we found none of the cytotoxic receptor (NKp30, NKp46, and NKG2D) or
coreceptor (2B4) or adhesion molecule (DNAM-1, LFA-1, and ICAM-1) to be involved. This
Is concordant with the absence of apoptosis inhibition observed using concanamycin, an
inhibitor of perforin-induced degranulation. Similarly to the Barnig et al study (Barnig et al.
2013), we did not evidence the expression of CD107a and CD107b, indicative of NK cell
degranulation (Alter et al. 2004). FAS-L, TRAIL and membrane TNF-a. were not implicated
either, as showed by neutralizing antibodies treatment. Our results suggest that eosinophil
apoptosis is not induced by NK cell classical cytotoxic functions, in contrast to dendritic cells
and neutrophil apoptosis (Ferlazzo et al. 2002; Thoren et al. 2012). NK cells induced increased
ROS detection in eosinophils, while mitochondrial inhibitors partially inhibited NK cell-
induced eosinophil apoptosis. The conjunction of both results suggests the involvement of
mitochondrial ROS in NK cell-induced eosinophil apoptosis. Eosinophil apoptosis may be
dependent or independent of caspases, depending on the stimuli. For example, Siglec-8—
mediated cell death in IL-5-activated eosinophils is caspase independent but involves reactive
oxygen species and MEK/ERK activation (Kano et al. 2013). In our experiments, a pan-
caspase inhibitor only slightly decreased eosinophil apoptosis, suggesting that the apoptosis

pathway is mainly caspase independent.

Interestingly, our results showed that resting NK cells in vitro modulate eosinophil activation
and apoptosis, with no need for other stimuli. Eosinophils may have stimulated NK cells like
dendritic cells do (Piccioli et al. 2002). We did not evidence NK cell activation by CD62L and
CD69 staining (data not shown) but increased percentage of NK cells expressed pERK when
co-cultured with eosinophils. Resting NK cells were previously shown to trigger apoptosis of

both eosinophils and neutrophils (Barnig et al. 2013). Nevertheless, most studies co-cultured
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activated NK cells with hematopoietic cells. For example, short-term IL-12-activated NK cells
induced significant apoptosis in neutrophils (Thoren et al. 2012), whereas NK cells activated
with 1L-2, IL-15, IL-21, IL-12, or IL-18 during the co-culture decreased their apoptosis
(Bhatnagar et al. 2010). Also, supernatants of IL-15-activated NK cells recruited eosinophils
(El-Shazly et al. 2011). We suspect a crosstalk between NK cells and eosinophils, leading to

NK cell activation sufficient for eosinophil activation and/or apoptosis.

Our in vitro results are in agreement with studies in murine models of asthma. Indeed, NK cell-
induced eosinophil degranulation may participate to allergic eosinophilia. Depletion of NK
cells prior to allergen challenge, using anti NK1.1 or anti-AsialoGM-1 antibodies decreased
eosinophilia in bronchoalveolar lavage (Korsgren et al. 1999; Ple et al. 2010). In parallel, we
showed that NK cells induced eosinophil apoptosis after co-culture. This correlates with
delayed clearance of airway eosinophils after depletion of NK cells with anti-AsialoGM-1
antibodies performed after allergen challenge (Haworth et al. 2011). Therefore, time of
depletion may reveal different functions of NK cells: they may up- and down-regulate

eosinophilic inflammation by activating eosinophils or inducing their apoptosis, respectively.
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Legends

Figure 1: Activation of Eosinophils by NK cells. Autologous NK cells and eosinophils were
cultured at the ratio NK cells: eosinophils (NK: Eos ratio) 0:1, 1:1, 5:1 and 10:1 in the presence
of interleukin-5 for 3 hours and 12 hours. (A) Gating strategy: live eosinophils were identified
firstly on the basis of their size difference (FSC) and granularity (SSC) and secondly as
Annexin V" 7TAAD" cells. CD63 expression (black histogram) is shown on a representative
experiment for the ratio NK cells: eosinophils (NK: Eos ratio) 0:1 and 10:1. Isotypic control
antibody is represented in dashed grey. Eosinophils were stained for CD63 (B), CD62L (C)
and CD69 (D) expression. Results are shown for each donor and mean is indicated with the
black line. One-way Anova (Friedman) tests were performed, followed by Dunn’s post tests.

*p<0.05; ***p<0.001.

Figure 2: NK cells induce eosinophil release of ECP and EDN. Levels of eosinophil cationic
protein (ECP) (A) and eosinophil derived neurotoxin (EDN) (B) were measured in co-culture
supernatants after 3 and 12 hours for the NK:Eos ratios 1:0, 0:1; 1:1; 5:1; 10:1. Results are
expressed as molecule quantity in ng/ml for 2x10° cells for each donor and mean is indicated
with the black line. One-way Anova (Friedman) tests were performed, followed by Dunn’s

post tests. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Figure 3: NK cells induce eosinophil apoptosis. After purification, NK cells and eosinophils
were cultured in the presence of IL-5 for 3 and 12h at different NK:Eos ratios: 0:1; 1:1; 5:1;
10:1. Eosinophils were identified on the basis of their size difference (FSC) and granularity
(SSC). Apoptosis and death of eosinophils was evaluated by Annexin/Pl labeling. Dead
eosinophils were defined as AnnexinV* cells. Results are expressed as mean percentage of
AnnexinV" cells amongt the eosinophil population + SEM. n=16 (3 hours) or 18 (12 hours).
Gaussian distributions were verified using D’Agostino and Pearson test, and One-way Anova

tests were performed, followed by Bonferroni’s post tests. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Figure 4: Eosinophil degranulation and apoptosis are both abrogated after PFA-induced
fixation of NK cells and separation of cell types by transwell. After purification, NK cells
and eosinophils were cultured in the presence of IL-5 for 3 hours at the NK:Eos ratios: 0:1 and
10:1. (A) Percentage of CD63 positive eosinophils cultured alone, with live NK cells or with
PFA-fixed NK cells for the 10:1 NK:Eos ratio. (B) Percentage of CD63 positive eosinophils
cultured with NK cells at the 0:1 or 10:1 NK:Eos ratios in the same culture well (direct contact)
or in Transwell® (separated with 3um filter). (C) Percentage of AnnexinV® eosinophils
cultured alone, with live NK cells or with PFA-fixed NK cells for the 10:1 NK:Eos ratio. (D)
Percentage of AnnexinV" eosinophils cultured with NK cells at the 0:1 or 10:1 NK:Eos ratios
in the same culture well (direct contact) or in Transwell® (separated with 3pm filter). Results
are shown for each donor and mean is indicated with the black line. One-way Anova
(Friedman) tests were performed, followed by Dunn’s post tests. *p<0.05; **p<0.01;

***p<0.001.

Figure 5: ERK and JNK pathways are involved in eosinophil degranulation. AnnexinV"
eosinophils (A) and NK cells (B), cultured alone or together at the 10:1 NK:Eos ratio, were
stained with anti-ERK or anti-phosphorylated ERK (pERK) antibodies. Eosinophils and NK
cells were identified on the basis of their size difference (FSC) and granularity (SSC). Live
eosinophils were defined as AnnexinV" cells. Gray full lines and black dotted lines represent
control antibody staining for each cell type alone or in co-culture, respectively. Gray plain
histograms and black full lines represent staining with antibody of interest for each cell type
alone or in co-culture, respectively. One representative experiment out of three is shown. (C)
Eosinophils were pre-incubated with DMSO as control or with inhibitors of signaling pathways
for 5 min at 37C°: PD 98059 25uM an inhibitor of ERK pathway, SB 203580 1M an inhibitor
of P38 MAPK, SP 600125 20uM an inhibitor of JNK pathway and LY 294002 10uM an

inhibitor of PI3K pathway for the NK:Eos ratio 10:1. Results show percentage of CD63"
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eosinophils for each donor and mean is indicated with the black line. One-way Anova

(Friedman) tests were performed, followed by Dunn’s post tests. *p<0.05.

Figure 6. NK cell-induced eosinophil apoptosis involves mitochondrial reactive oxygen
species (ROS). (A) After purification, NK cells and eosinophils were cultured in the presence
of IL-5 for 12 hours at different NK:Eos ratios: 0:1; 1:1; 5:1; 10:1. Eosinophils were identified
on the basis of their size difference (FSC) and granularity (SSC). ROS staining was achieved
using dihydroethidium (HE). Results are expressed as mean percentage of HE™ cells amongt
the eosinophil population £ SEM. n=12. Gaussian distributions were verified using D’ Agostino
and Pearson test, and One-way Anova test was performed, followed by Bonferroni’s post test.
*p<0.05; **p<0.01. (B) Eosinophils were incubated with inhibitors of mitochondrial electron
transport: rotenone and antimycin for 30 min at 37C° before 12h co-culture with NK cells at
the NK:Eos ratio of 10:1. Results for each donor are shown and mean is indicated with the

black line. Wilcoxon tests were performed. *p<0.05.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Le but de mon travail de thése était d’étudier le role potentiel des cellules NK dans la
réaction inflammatoire allergique pulmonaire. Nous nous sommes intéressés a deux aspects,
d’une part la réponse des cellules NK a la chimiokine CCL18 impliquée dans 1’asthme
allergique et d’autre part l’interaction entre les NK et les éosinophiles impliqués dans

I’inflammation allergique.

Réponse des cellules NK a la chimiokine CCL18

Dans la premiéere partie de mon travail de thése, nous avons analysé la réponse des
cellules NK vis-a-vis de la chimiokine CCL18 chez des patients allergiques et des sujets sains.
Nous avons montré pour la premiere fois que CCL18 est capable de se fixer a la surface des
cellules NK quelque soit le statut du donneur, mais seules les cellules NK de sujets sains sont
capables de répondre a la chimiokine. Ensuite, nous avons montré, via I’inhibition par la toxine
pertussique, que les cellules NK des sujets sains sont capables de répondre au CCL18 d’une
facon dépendante de la protéine G, ce qui est en accord avec les études précédentes qui
montrent que le récepteur de CCL18 est couplé a la protéine Gai (Lindhout et al. 2001; Atamas
et al. 2003). De plus, nous avons montré chez les sujets sains, que CCL18 induisait I’activité

cytotoxique des cellules NK non préalablement stimulées.

Cet effet différent entre les patients allergiques et les donneurs sains a déja été observé
sur d’autres types cellulaires notamment sur les cellules dendritiques ou CCL18 induit une
réponse tolérogéne uniquement chez les sujets non allergiques (Azzaoui et al. 2011). L’absence
de réponse observée chez les patients allergiques pourrait s’expliquer par une diminution de
I’expression du récepteur. En effet, les taux sériques de CCL18 chez les patients allergiques
sont plus élevés que chez les sujets sains (de Nadai et al. 2006) ce qui pourrait entrainer
I’internalisation du récepteur par désensibilisation. Cependant, la mise en culture des cellules
NK pendant 24h a 48h, qui favorise la réexpression du récepteur en surface, ne permet pas la
migration et I’activation des cellules NK des patients allergiques. Ceci suggere que le déefaut de
réponse n’est pas di a une internalisation du récepteur, ce qui est conforté par les expériences
de liaison du CCL18-biotinylé sur les cellules NK, ou aucune différence n’est observée selon le

statut du donneur.

Les différences observées au niveau de la migration et la cytotoxicité pourraient étre
expliquées par une mutation du récepteur de CCL18 induisant un défaut de transduction du

signal mais pas de liaison, comme il a été déja montré pour le CXCR2 récepteur du CXCL8
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(Limatola et al. 2005). Une autre expliquation pourrait étre suggérée par une publication
récente montrant une majeure interaction entre le CCL18 et les glycosaminoglycanes (GAGS).
Cependant, si un CCL18 muté est incapable de se fixer sur les GAGs, il est encore apte a
induire une réponse chimiotactique (Krohn et al. 2013b), ce qui suggére I’existence d’un autre
récepteur fonctionnel permettant la chimiotaxie vis-a-vis de CCL18. Tout récemment, il a été
montré que CCL18 se fixe sur le CCR8 (Islam et al. 2013). Cependant, le CCR8 est
indétectable a la surface des cellules NK fraichement isolées (Ebert et al. 2006) ou restreint a
0.7% des cellules NK CD56"™ (Soler et al. 2006), ce qui suggére qu’un récepteur different

pourrait étre impliqué dans la chimiotaxie des cellules NK induite par CCL18.

Au vu de I’ensemble de nos résultats, nous émettons 1’hypothése d’une déficience du
crosstalk entre les cellules NK et les cellules dendritiques (cellule fortement productrice de
CCL18) chez les patients allergiques, aboutissant ainsi a une perte de la fonction des cellules
NK.

Le dysfonctionnement des cellules NK chez les patients allergiques a été montré dans
d’autres cas. Les cellules NK qui interagissent avec les cellules dendritiques ont la capacité de
favoriser une polarisation de type Thl. Chez le sujet allergique, cette interaction est perturbée
favorisant ainsi une polarisation de type Th2 (Scordamaglia et al. 2008). Les patients atteints
d’une rhinite allergique ou un asthme intermittent, présentent une diminution du pourcentage
des cellules NK CD56™" (sous population fortement productrice d’IFN-y), entrainant une
diminution de la production d’IFN-y, favorisant ainsi un profil plutét Th2 que Thl. De plus, les
cellules NK de ces patients sont moins efficaces dans 1’induction de la maturation et/ou la mort
des cellules dendritiques immatures (Scordamaglia et al. 2008). Chez les patients atteints de la
dermatite atopique, il a été observé des changements qualitatifs et quantitatifs des cellules NK
circulantes. En particulier, la cytotoxicité des cellules NK circulantes ainsi que la production
d’TFN-y sont diminuées (Luci et al. 2011). Une prédominance des cellules NK2 circulantes
productrices d’IL-4 a éte observée chez les patients asthmatiques favorisant ainsi un profil Th2
(Wei et al. 2005). L’ensemble de ces résultats montre que les cellules NK des patients
allergiques possedent un dysfonctionnement comparativement aux sujets sains, aboutissant
ainsi a un crosstalk déficient avec les cellules dendritiques, favorisant ensuite un profil Th2

aboutissant a une exacerbation de la réaction allergique.

Dans les perspectives de cette premiére partie de thése, I’effet de CCLI18 sur des
cellules NK activees permettra de confirmer 1’effet régulateur de cette chimiokine sur les

cellules NK. Pour cela des cellules NK seront activées par un cocktail cytokinique (IL-12+IL-
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15+1L-18) ou en présence des cellules cibles telles que les K562 et ou les Jurkat et de CCL18.
L’IFN-y sera ensuite dosé par ELISA.

Lors des expériences de cytotoxicité, nous avons utilis¢ comme cellules cibles les
cellules Jurkat qui expriment constitutivement Fas. Ainsi, apres interaction entre Fas et Fas-
ligand exprimée a la surface des cellules NK, les cellules Jurkat meurent par apoptose. Les
cellules NK sont également capables de lyser les cellules cibles dépourvues de CMH 1 via la
libération de granules cytotoxiques contenant notamment la perforine et les granzymes. Cette
dégranulation aboutit également a 1’apoptose de leur cible. Cette modalité de cytotoxicité est
utilisée par les cellules NK notamment vis-a-vis des cellules K562. Plusieurs chimiokines sont
capables d’induire la dégranulation des cellules NK (Taub et al. 1995; Loetscher et al. 1996;
Taub et al. 1996; Yoneda et al. 2000), ainsi I’analyse de la lyse des cellules K562 aprés 1’ajout
de CCL18 en présence du cocktail cytokinique (IL-12+IL-15+IL-18), au moment de la mise
en culture des cellules NK et des cellules cibles permettra d’évaluer si cette chimiokine est

capable de potentialiser la dégranulation et donc la cytotoxicité des cellules NK.

De plus, pour mieux comprendre les mécanismes impliqués dans 1’absence de réponse
des cellules NK des patients allergiques au CCL18, les modifications de niveaux de calcium
intracellulaire et d’AMP cyclique seront évaluées. La réponse des cellules NK des patients
allergiques sera comparée a celle des cellules NK des donneurs non allergiques en présence de
chimiokines contréles (CXCL10, CXCL12, CCL25) et de chimiokines présentes dans la
pathologie de 1’asthme (CCL22, CCL5, CCL3 et CCL4).

Interaction entre les cellules NK et les éosinophiles

Dans la deuxiéme partie de cette thése, nous avons montré que les cellules NK
quiescentes stimulent les €osinophiles comme en témoignent 1’augmentation du CD69 et la
diminution de I’expression du CD62L, et induisent leur dégranulation (expression du CD63
membranaire et libération de I’ECP et de ’EDN). Nous avons montré qu’un contact cellulaire
¢tait nécessaire a I’activation et 1’apoptose des €osinophiles par les cellules NK. En perspective
de ce travail, nous envisageons d’analyser I’interaction entre les cellules NK et les éosinophiles

en temps réel par la microscopie confocale.

Les interactions entre les molécules de surface restent encore a déterminer. Nous avons
montré que FasL, TRAIL et TNFmb ne sont pas impliquées dans 1’apoptose des éosinophiles.
D’autre part, I'utilisation des anticorps inhibiteurs contre NKp30, DNAM-1, NKp46, 2B4,
NKG2D, LFA-1a, CD30L a la surface des cellules NK et des anticorps anti-CD54 et anti-
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CD40 a la surface des éosinophiles n’ont pas diminué¢ 1’apoptose et 1’activation des
éosinophiles par les cellules NK. Siglec 8 est une molécule de surface impliquée dans
I’apoptose des éosinophiles. Son activation fait intervenir la voie des caspases et la production
des ROS aboutissant a des dommages mitochondriaux (Kiwamoto et al. 2012). Les 6-sulfo
sialyl Lewis X sont des ligands de Siglec 8 présents a la surface des cellules NK (Mitsuoka et
al. 1999). L’apoptose induite par Siglec 8 est présente méme en présence d’IL-5, puisque
Kiwamoto et al, ont montré qu’en présence du ligand de Siglec 8, ’apoptose des éosinophiles
est amplifiée en présence d’IL-5 de fagon fortement dépendante de la voie mitochondriale, ce
qui est en accord avec nos résultats. Nous émettons 1’hypothése que siglec-8 pourrait étre
impliquée dans I’induction de ’apoptose des ¢€osinophiles par les cellules NK. L’obtention

d’un anticorps bloquant dirigé contre siglec-8 permettrait de le vérifier.

Nous avons également montré que les molécules solubles comme IL-6, IL-8, IL-10,
TNFa, MIP1a, IL17A, HMGB-1, IFN-y et TGF-$ ne sont pas impliquées dans 1’apoptose et
I’activation des ¢éosinophiles induites par les cellules NK. Les voies de signalisation
p38MAPKinase (mitogen-activated protein kinases), ERK (Extracellular signal-regulated
kinase), JNK (c-Jun N-terminal kinases) et Plskinase (Phosphatidylinositide 3-kinases)
interviennent dans [’activation des ¢€osinophiles. Concernant I’apoptose des éosinophiles
induite par les cellules NK, la voie mitochondriale est davantage impliquée que la voie des

caspases.

Durant nos études de cinétique, nous avons observé que 1’activation et I’apoptose des
éosinophiles sont deux mécanismes indépendants qui se déroulent parallelement des la
premiere minute avec un pourcentage d’€osinophiles activés plus importants que le
pourcentage d’éosinophiles morts. De plus, pendant notre analyse de cytométrie en flux, nous
avons observé que les cellules vivantes ainsi que les cellules apoptotiques exprimaient de la
méme facon les marqueurs d’activation et de dégranulation (CD69 et CD63) en présence de
cellules NK. Ceci a déja été observeé avec les cellules dendritiques ou les cellules NK induisent
I’activation des DC matures et I’apoptose des DC immatures (Ferlazzo et al. 2002; Vitale et al.
2005).

Nous envisageons de poursuivre ce travail de caractérisation in vitro et d’évaluer in vivo

le rdle des cellules NK dans un modele murin d’asthme allergique.

162



Dans notre étude aucune différence entre les patients allergiques et les sujets non
allergiques n’a été mise en évidence. Nous nous posons la question de savoir si
I’environnement des cellules NK pourrait modifier leur effet sur les éosinophiles. L’interaction
des cellules NK et des éosinophiles humains sera caractérisée in vitro, en évaluant 1’effet d’un
environnement proinflammatoire dans I’interaction des cellules NK et des éosinophiles
(activation et apoptose). En utilisant des cellules NK, I’effet d’une coculture de cellules NK et
d’€osinophiles provenant du méme donneur sera analysé en activant les cellules NK par I’IL-4,
chef de file des cytokines Th2 ou en présence d’un cocktail cytokinique activateur des cellules
NK (IL-12 + IL-15 + IL-18). Lors d’expériences préliminaires, nous avons identifi¢ la
provenance et la concentration de ces cytokines permettant une activation optimale des cellules
NK, mesurée par I’expression du CD69 membranaire, de I’IFN-y et de CCLS5 intracellulaire, et
de la libération d’IFN-y. De plus I’incubation de cellules NK des sujets non allergiques avec du
CCL18 permettra ainsi d’évaluer une possible diminution de 1’apoptose et/ou ’activation des
éosinophiles par les cellules NK. L’effet sur I’activation (expression du CD63, CD69, CD62L),
la dégranulation (ECP et EDN) ainsi que 1’expression et la sécrétion des cytokines (IFN-y, IL-
4, 1L-10, IL-5, IL-13, IL-8 et GM-CSF) et I’apoptose des éosinophiles seront évalués.

Les cellules NK et les éosinophiles sont présents dans différents organes communs
comme le sang circulant, les tissus lymphoides et les poumons. Une colocalisation et une
interaction directe in vivo n’ont jamais été décrites. Cependant il a été montré que la déplétion
des cellules NK avant ou aprés la provocation allergénique, pouvait avoir un effet négatif ou
positif sur I’inflammation éosinophilique (Korsgren et al. 1999; Ple et al. 2010; Haworth et al.
2011; Farhadi et al. 2013; Ghadially et al. 2013). Chez les patients atteints de pneumonie
éosinophilique, une corrélation positive entre le pourcentage des éosinophiles et des cellules
NK dans les LBA a été observée (Papakosta et al. 2009). Il a également été montré chez les
patients atteints de la rhinite allergique que les cellules NK sont capables de recruter les
¢osinophiles par le biais de I’IL-8 (El-Shazly et al. 2011). Récemment, Barnig et al ont montré
que les cellules NK de patients asthmatiques séveres sont suractivées et associées a une
éosinophilie péripherique (Barnig et al. 2013). Les éosinophiles sont présents dans différentes
maladies comme 1’ Aspergillose broncho-pulmonaire allergique, la rhinite allergique, I’asthme,
la dermatite allergique, les maladies inflammatoires chroniques de D’intestin (MICI)
(Rosenberg et al. 2012). De plus, comme nous 1’avons décrit précédemment, les cellules NK
sont impliquées dans les mémes pathologies notamment la rhinite allergique, 1’asthme, la
dermatite atopique, 1’aspergillose (Mueller-Loebnitz et al. 2013) et les MICI (Yadav et al.

2011) mais aussi dans les infections virales (Diefenbach et al. 2003) et les cancers (Trinchieri
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1989). La presence de ces deux types cellulaires dans les mémes pathologies, suggére une
possibilité de colocalisation et d‘interaction de facon & moduler I’inflammation et réduire les

dommages tissulaires dans le cas ou les cellules NK induisent I’activation des éosinophiles.

In vivo, I’implication des cellules NK sur I’inflammation éosinophilique pulmonaire
allergique sera identifi¢e. D’une part, afin d’évaluer si I’interaction entre cellules NK et
éosinophiles pourraient se produire chez la souris, nous analyserons la localisation des cellules
NK et des ¢€osinophiles dans un modele murin d’asthme expérimental. La localisation des
cellules NK a été analysée chez I’homme (Barnig et al. 2013). Comme le nombre et
I’activation des cellules NK et des ¢osinophiles sont modifiés dans les ganglions médiastinaux
(drainant les poumons) au cours de I’asthme expérimental (Ple et al. 2010), les cellules NK et
les éosinophiles seront détectés dans ces tissus lymphoides ainsi que dans les poumons. Nous
utiliserons un modéle de sensibilisation chronique de souris C57BL/6 a [I’allergéne
Dermatophagoides farinae (Df), acarien de la poussiére de maison administré localement par
voie intranasale, sans adjuvant, ainsi qu’un modele d’asthme chronique. Des
immunohistochimies (anticorps anti-NKp46 pour les cellules NK et anti-Major Basic Protein
pour les éosinophiles) seront réalisées sur des sections de poumons et de ganglions
meédiastinaux de souris sensibilisées ou non sensibilisées et analysées par microscopie

confocale.

D’autre part, afin d'identifier le role des cellules NK dans 1'asthme aigu, nous utiliserons
les souris NKp46-iCRE (Narni-Mancinelli et al. 2011a) (collaboration : E Vivier, Marseille ; B
Lambrecht & H Hammad, Gent, Belgique) croisées avec des souris Rosa26' PTRS-PTR (B ch
et al. 2005). Les souris NKp46'©®"Rosa26''PT""™ ainsi obtenues exprimeront le récepteur de
la toxine diphtérique sous le contrdle de régions régulatrices du NKp46, molécule exprimée
spécifiquement sur les cellules NK. Des injections de toxine diphtérique (DT) conduiront & une
déplétion sélective des cellules NK. L'utilisation de telles souris déficientes conditionnelles
permettra d'étudier le réle des cellules NK a différentes étapes clé de la réaction asthmatique
allergique : la phase d'initiation ou de polarisation Th2, la phase inflammatoire. Le modele
asthmatique chronique consiste a réaliser des sensibilisations avec du Df en intranasal : une
fois par jour, cing fois par semaine pendant au moins 4 semaines. Les cellules NK seront
déplétées suite a une injection de la toxine diphtérique une semaine avant 1’analyse. Le
développement et la résolution de la réaction asthmatique seront évalués. L’inflammation
pulmonaire (éosinophilie dans le lavage bronchoalvéolaire et le tissu, production de cytokines

dans les poumons), des coupes histologiques (colorations histologiques pour analyser le
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remodelage bronchique), I’hyperréactivité bronchique mesurée par le Flexivent®, le dosage des
immunoglobulines sériques totales (IgE, 1gG1l et 1gG2a) dans le sérum et la polarisation
cellulaire T dans les ganglions lymphatiques seront analyses.

Au cours de ce travail, nous avons montré un dysfonctionnement des cellules NK chez
’allergique dans leur réponse a CCL18. Ceci pourrait avoir comme conséquence un déficit du
dialogue entre cellules NK et cellules dendritiques et participer a 1’aggravation et au retard de
la résolution de la réaction allergique inflammatoire. Notre étude ajoute aussi un argument en
faveur d’une réponse déficitaire vis-a-vis de CCL18 dans D’allergic. En outre la mise en
évidence du role double des cellules NK sur les éosinophiles (activation et apoptose) suggere
une fonction des cellules NK dans la régulation de la réaction inflammatoire allergique. Seules
des explorations in vivo permettront de distinguer I’importance des cellules NK sur
1’éosinophilie pulmonaire allergique. Les deux mécanismes sont-ils impliqués a différentes
cinétiques de la réaction allergique, ou I'un est-il prépondérant dans I’environnement

allergique?
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