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INTRODUCTION

L'immunoglobuline E est le principal anticorps impliqué dans le déclenchement de la
réaction allergique de type immédiat, tel que I'asthme allergique. Ces anticorps sont
synthétisés et sécrétés par des plasmocytes, descendants des lymphocytes B activés
par l'allergene. Deux signaux sont requis pour la commutation isotypique vers cette
classe d’'immunoglobuline : 'un délivré essentiellement par les récepteurs CD40 et
lautre par des récepteurs de cytokines. L'engrénement des récepteurs CD40 du
lymphocyte B et de leurs ligands (CD154 ou CD40L, induits sur le lymphocyte T activé)
déclenche la machinerie de recombinaison (Vercelli & Geha, 1991). Cependant, le
signal CD40 n’a pas (ou peu) d’action directive : c’est aux cytokines que revient la
spécification de la classe qui va commuter. Ainsi, deux cytokines interviennent plus
particulierement dans ce systéme: L'IL-4 (produit par les Lc Th2) potentialise la
synthése de I'lgE alors que I'lFN-y (produit par les Lc Th1) l'inhibe. Un déséquilibre
entre les deux sous-populations Th1 et Th2 semble donc a l'origine de la synthése
accrue des IgE chez les individus allergiques (Péne et al., 1989). Cependant, il existe
d’autres cytokines qui auraient des effets régulateurs positifs ou négatifs. Parmi
lesquelles notre choix a porté sur I'lL-27, cytokine appartenant a la famille de
linterleukine 12, a effets pléiotropiques ayant des fonctions immunorégulatrices
importantes, dont l'effet inhibiteur sur la synthése de I'lgE en augmentant celle de
'lgG2a a été démontré dans un modele d'asthme induit expérimentalement chez la

souris (Miyazaki et al., 2005).

Ainsi, notre projet de thése a consisté dans un premier temps a étudier la production, in

vivo, des IgE (ainsi que les sous-classes d’lgG) dans une culture de lymphocytes B



humains. Nous avons analysé d’abord en premier I'expression du récepteur de I'lL-27
dans les cellules B humaines afin de pouvoir ensuite évaluer son réle potentiel dans la
production des Ig. Nous avons étudié I'effet de cette interleukine sur le phénoméne de
commutation de classe et de la différenciation et prolifération des cellules B stimulées
via le CD40 et activées par cette interleukine, en utilisant comme outil principal la
cytométrie en flux. En paralléle, et afin d’évaluer la spécificité des résultats obtenus,
nous avons comparé les effets de 'lL-27 a ceux de I'lL-21 qui induit un switch vers la

production des IgG1 et augmente la production de I'lgE induite par I'lL-4.

Dans un deuxiéme temps, notre travail de thése étant axé essentiellement sur la
synthése des IgE, nous avons abordé ce théme en aval en étudiant in vivo les IgE
témoins de sensibilisations allergéniques responsables de I'asthme allergique dans une
population pédiatrique a Annaba (Cbéte Est Algérienne). Dans cette partie de notre projet
de thése, notre objectif a été d’explorer certains facteurs environnementaux
allergéniques impliqués dans la génese de l'asthme, responsables de ['activation
mastocytaire et la libération de médiateurs donnant lieu a une hyperréactivité
bronchique en recherchant les sensibilisations aux principaux pneumallergénes et les
sensibilisations alimentaires. Ensuite, il nous a paru utile d’évaluer les parameétres
immunologiques proposés comme biomarqueurs de l'activité de I'asthme tels que les
IgE sériques, I'éosinophilie et 'TECP, ceci sur la population totale et en fonction de I'age.
Nous avons évalué leur relation avec les parameétres cliniques : comme la gravité de
'asthme, I'existence de manifestations atopiques familiales et personnelles associées a

'asthme et 'ancienneté de la maladie.
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Ainsi, dans cette étude, nous commencons par une revue de la littérature a travers un
premier chapitre comportant des données bibliographiques dans lequel nous présentons
les aspects fondamentaux de la synthése des IgE par les Lc B, en identifiant les
facteurs qui initient, intensifient et modulent ce processus; puis en abordant les aspects
appliqués et cliniques de cette production d’anticorps dans le cadre de la
physiopathologie de I'asthme allergique. Par la suite, dans un second chapitre nous
mettons en valeur les différentes étapes méthodologiques adoptées au cours de notre
travail de recherche et enfin dans le troisieme chapitre nous étayons les principaux

résultats de notre recherche comparés a ceux de la littérature.
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Chapitre | - DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES




I-1-ASPECTS FONDAMENTAUX DE LA SYNTHESE DES IgE:

I-1-1-Les immunoglobulines E :

A — Caractéristiques biochimiques et structurales :

Découvertes simultanément en 1967 par Ishizaka et al (Ishizaka & Ishizaka, 1967) et
Johansson et al (Johansson, 1967), les IgE sont des glycoprotéines de 190 kDa de
masse moléculaire, composées de 2 chaines lourdes et 2 chaines légeres.

La structure des IgE est comparable a celle des autres isotypes d'immunoglobulines
(figure 1). A l'instar des IgM, elles comportent 4 domaines constants, alors que les IgG,
les IgA et les IgD n'en possédent que trois.

Les domaines variables conférent la spécificité antigénique, et les domaines constants
sont spécifiques de l'isotype IgE (Ce). Ces domaines forment la partie C-terminale de
I'lgE et représentent la région de fixation sur un récepteur spécifique.

Les principales caractéristiques des IgE sont résumées dans le tableau | (Holgate &
Church, 1993).

Tab. | : Caractéristiques principales des IgE humaines

Caractéristiques principales des IgE humaines

Distribution cellulaire Lymphocytes B aprés commutation et

sélection
Sous unités structurales (nombre d’acides |2 chaines légéres (kappa ou lambda)
aminés) 2 chaines lourdes € (556 pour I'lgE MD)
Modifications post-transcriptionnelles Glycosylation en 6 endroits

IgE secrétées libres (IgE)

Isoformes IgE liées aux membranes (migE)

IL-4 : commutation (switching)

FceR2 des LcB : sélection (prolifération
Régulation cellulaire)

Facteurs inconnus : épissage pour générer
des IgE ou des m IgE
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Fig. 1 : Structures comparées des immunoglobulines humaines
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B - Propriétés et taux physiologiques :

La concentration sérique des IgE circulantes est de l'ordre de 0,4 mg/l (Roitt et al.,
1985). A la différence des autres immunoglobulines, les dosages d'IgE totales sont
exprimés en unités internationales (1 Ul = 2,4 ng), par rapport a un étalon préparé par
I'OMS. Les limites de détection varient entre 0,1 et 2 kUI/I. La concentration sérique des
IgE totales est influencée par I'age, I'ethnie, la saison, la consommation tabagique ou le
statut immunitaire. Par ailleurs, il est probable que la fraction circulante des IgE ne
reflete pas suffisamment I'ensemble des immunoglobulines fixées, pour la plupart, a la

surface des mastocytes par des récepteurs de haute affinité.

De trés nombreuses pathologies peuvent étre responsables d'une élévation parfois trés
importante des IgE totales telles qu'une parasitose ou une allergie (encore appelée
hypersensibilité de type I), ou enfin une immunodéficience portant sur les lymphocytes
T, comme pour une virose ou une maladie de Hodgkin.

L'étude de la réponse spécifique a IgE, in vivo ou in vitro, semble étre le meilleur moyen
d'étudier l'allergie dans les populations. Sur le plan pratique, deux méthodes sont

utilisables :

- Le dosage d'IgE spécifiques de tel ou tel allergéne par des techniques
d'immunoanalyse.
- Les tests cutanés permettent de reproduire localement la réponse a IgE et

mettent en jeu les IgE fixées sur les mastocytes.
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I-1-2- Les Récepteurs a IgE :

Les récepteurs spécifiques de I'lgE sont présents a la surface de cellules impliquées
dans les phénoménes allergiques. La majorité des cellules infiltrant la muqueuse
bronchique expriment I'un des deux types de récepteurs spécifiques pour les IgE, le
FceRlI ou le FceRll, voir figure 2 (Holgate & Church, 1993).

A - Le récepteur FceRIl: Ce récepteur, dit de haute affinité, est essentiellement
exprimé a la surface des mastocytes et des polynucléaires basophiles, mais aussi sur
les cellules de Langerhans. Lors d'un second contact, I'allergéne est reconnu par les IgE
déja présentes sur ces cellules, ce qui induit une dimérisation des récepteurs, il en
résulte une activation cellulaire rapide, se traduisant par une dégranulation et la
libération de médiateurs induisant des effets délétéres sur la muqueuse bronchique, le
tissu cutané et les vaisseaux (Chanez et al., 2005). Les zones d’interaction des acides
aminés de la molécule d'IgE impliqués dans la liaison au récepteur FceRI sont situés
dans 3 boucles du troisieme domaine constant CH3 et comportent Arg-408, Ser-411,
Lys-415, Glu-452, Arg-465, et Met-469.

B — Le récepteur FceRIl : Ce récepteur est également appelé CD23, et s’exprime de
facon constitutive sur les Lc B et est induit sur les diverses cellules hématopoiétiques
dont les cellules T et B, les monocytes/macrophages, les €osinophiles, et les plaquettes.
L’IL-4 semble étre la majeure cytokine capable d’induire I'expression du CD23 a la
surface des monocytes/macrohages et des éosinophiles. L’'action de l'lL-4 sur les
lymphocytes B naifs induirait la production d’IgE via des mécanismes impliquant le
CD23. Cette derniére molécule n’appartient pas a la famille des immunoglobulines mais
est une glycoprotéine présentant un degré d’homologie avec plusieurs lectines

animales.
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Fig. 2 : Les récepteurs FceRl et FceRIl de I'lgE

|-1- 3 - Biosynthése des immunoglobulines E :

La synthése des IgE débute dés la 11°™ semaine de vie intra-utérine mais, en raison de
la forte activité T-suppressive du feetus, le taux d’IgE dans le sang de cordon est en
général trés faible (inférieur a 2,4 ng/ml). Le taux des IgE augmente ensuite
progressivement jusqu’a la puberté, puis il décroit jusqu’a 'dage de 30 ans et reste en
plateau. Cette synthése des IgE se fait essentiellement dans les tissus lymphoides

proches des surfaces muqueuses des tractus respiratoires et digestifs.
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A - Signalisation moléculaire :

Lorsque la cellule présentatrice de I'antigéne (CPA) rencontre I'allergéne, elle procéde a
son internalisation, sa dégradation et peut alors présenter les peptides antigéniques par
'intermédiaire du CMH de classe |l (Lanzavecchia, 1985) aux lymphocytes TH2 qui
sécrétent des cytokines (notamment I'lL-4). Le complexe antigéne-CMH-II résultant
permettra la coopération consécutive du lymphocyte T activé qui présente I'antigéne aux
lymphocytes B. Ainsi, la mise en place d’interactions membranaires directes de type
ligand-récepteur entre le LcT et le LcB enclencheront le processus de diversification des
genes des Ig, la maturation d’affinité et le développement d’une réponse humorale

efficace (Bishop & Hostager, 2001), voir figure 3 (Geha, 2003).

Les protéines appartenant a la superfamille du TNF et de ses récepteurs TNF-R (TNF-
receptor) sont des acteurs essentiels de cette coopération B-T. Particulierement, la
paire formée par CD40, un récepteur membranaire glycoprotéique d’environ 280 a.a.,
exprimé constitutivement par le lymphocyte B, les cellules de Langerhans et les cellules
épithéliales thymiques, ainsi que son ligand CD154 (CD40L), molécule membranaire
d’environ 260 a.a, exprimée transitoirement par le lymphocyte T activé, jouent un rdle
central (Bishop & Hostager, 2003). Les effets pléiotropiques induits a la suite de
I'engagement de CD40 par son ligand coincident avec I'activation de nombreux facteurs
nucléaires activateurs de transcription dont, entre autres, NFkB (nuclear factor kB),
NFAT (nuclear factor of activated T-cells), BSAP (B cell specific activator protein), AP-1
(activating protein 1), et les membres de la famille des STAT (signal transducers and
activators of transcription), voir figure 4. L’activation de ces facteurs de transcription est
elle-méme reliée au déclenchement préalable de voies de signalisation impliquant des

protéines kinases au nombre desquelles se trouvent les SAPK (stress activated protein
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kinases) p38 et JNK (c-jun kinase), des MAPK (mitogen activated protein kinases)
comme NIK (NFkB inducing kinase) et les protéines tyrosines kinases Lyn, Syk et Fyn
(Bishop & Hostager, 2001, , 2003) (Faris et al., 1994). Les mécanismes exacts a partir
desquels CD40 initie ces différentes voies de signalisation demeurent cependant
largement spéculatifs. Le récepteur est dépourvu d’activité enzymatique intrinséque et
assure la propagation de son signal grace au recrutement de protéines adaptatrices, les
TRAF (TNF-receptor associated factors, au nombre de 6) en analogie avec les autres
membres de la famille des TNF-R, de méme qu’en interagissant avec la tyrosine kinase
JAK3 (janus kinase) (Grammer & Lipsky, 2000) (Lam & Sugden, 2003).

Ainsi, une fois engagé par son ligand, CD40 forme un complexe homotrimérique et
provoque le recrutement des TRAF du cytoplasme vers la membrane cellulaire par
I'intermédiaire des radeaux lipidiques (Bishop & Hostager, 2003).

Deux motifs de fixation des TRAF ont été identifiés dans la queue cytoplasmique de
CD40. La voie de signalisation de CD40 la mieux caractérisée a ce jour est sGrement
celle menant de I'engagement du récepteur a I'activation du facteur de transcription
NFkB. Ce dernier est notamment responsable de I'induction de la protéine CD80 et, a
un moindre degré, de CD23, CD95 et CD54 et de la sécrétion d’'lg. Son activation
résulterait de l'interaction de CD40 avec TRAF2, TRAF5, TRAF6 (Rothe et al., 1995) et
possiblement aussi de la participation de la MAPK NIK (Garceau et al., 2000).

D’un autre coté, l'association constitutive de CD40 avec JAKS, permettant I'activation
des STAT, est impliquée dans linduction de CD23, CD54 et la sécrétion de LT-a
(lymphotoxine a) (Hanissian & Geha, 1997). L'issue de la signalisation via CD40 varie
cependant selon le stade de différenciation de la cellule B. Ainsi une inhibition dans la
sécrétion des Ac ou parfois méme I'apoptose peuvent résulter de I'engagement du

récepteur, notamment chez les B mémoires (Fecteau & Neron, 2003).
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B — Etapes de maturation des Lc B :

La différenciation B commence lorsque des cellules souches deviennent des cellules
pro-B qui expriment a leur surface un marqueur spécifique le CD44. La prolifération et la
différenciation des cellules pro-B en cellules pré-B requiérent le microenvironnement
produit par les cellules stromales de la moelle osseuse. Les cellules stromales jouent
deux roles importants : elles interagissent directement avec les cellules pro-B et pré-B,
elles sécretent des cytokines variées.

Chez 'homme, linformation nécessaire a la synthése des immunoglobulines est
retrouvée sur les chromosomes 14 (chaine lourde), 2 et 22 (chaines Iégéres k et A). En
particulier, le domaine variable des chaines H et L est codé par différents segments non
adjacents et présents en copies multiples sur le chromosome: V (variabilité), D
(diversité, spécifique a la chaine H) et J (jonction) (Cook & Tomlinson, 1995) (Matsuda
et al., 1998).

L’expression d’'une molécule compléte d’lg a la surface de la cellule est tributaire de
'assemblage, vraisemblablement aléatoire, de ces différents segments via un
processus de recombinaison de ’ADN germinal: d’abord un réarrangement D-J, suivi du
réarrangement d’'un géne V au D-J préalablement réarrangé, puis de leur jonction a un
domaine constant des chaines H (Cd pour IgD ou Ce pour IgE) et des chaines L (Ck et
CA), voir figure 5.

Ainsi, dans un précurseur lymphoide B de la moelle osseuse ou du foie foetal, il y a
expression des enzymes RAG1 et RAG2 (recombination activating genes), qui initient le
processus de recombinaison par le clivage double brin de ’'ADN cible et la formation de
structures en téte d’épingle. A ce stade sont recrutées les protéines du complexe de
réparation des coupures d’ADN avec brins non homologues (non homologous ends

joining, ou NHEJ) dont I'expression cellulaire est ubiquitaire.
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Fig. 5 : Réarrangements V (D) J et recombinaisons de ’ADN.
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Ces derniéres seront responsables de la jonction des brins générés par les RAG.
L’enzyme TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase) ajoute a la diversité combinatoire
en catalysant I'addition aléatoire de nucléotides au site de jonction, engendrant ainsi la
diversité jonctionnelle. La recombinaison V(D)J étant un processus ordonné, la cellule
procéde dans un premier temps au réarrangement de la chaine lourde puis, en cas de

succes, a celui de la chaine légere.

Quand, en conjonction avec un lymphocyte T activé spécifique, les Lc B présentent
'antigéne reconnu par l'immunoglobuline membranaire (Lanzavecchia, 1985), ils
deviennent eux-mémes activés, proliférent (Liu et al., 1991), et voient alors deux options

se présenter :

0 D’une part, une minorité de lymphocytes B activés retourne dans un
follicule, déclenchant la formation d'un centre germinatif (GC) qui
permettra la génération de cellules B mémoires et de plasmocytes a
longue vie, sécréteurs d’anticorps de haute affinité (Jacob & Kelsoe,
1992). Morphologiquement, ces lymphocytes B sont de petite taille et
quiescents (Pascual et al., 1994). Structurellement, les centres germinatifs
se divisent en deux compartiments principaux (Feuillard et al., 1995)
(Kuppers et al., 1993) (Pascual et al., 1994):

» La zone foncée (dark zone ou DZ) ou les lymphocytes B fondateurs
ayant été activés par I'antigéne (IgM*IgD*CD38") (Lebecque et al.,
1997) se différencient en centroblastes (IgD"CD38"CD77°CD44") et
sont soumis a un cycle d’expansion clonale intense (Liu et al,
1991). A ce stade est activé le processus d’hypermutation

somatique (somatic hypermutation, ou SH), lequel meéne a
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I'introduction aléatoire et progressive de mutations ponctuelles dans
les régions variables (Vy et a un moindre degré V_ (Klein et al.,
1998) des génes codant les immunoglobulines.

= La zone claire (light zone , LZ), pourvue d’'un réseau de cellules
folliculaires dendritiques et de quelques lymphocytes T CD4", ou
migrent les clones mutants ayant achevé le cycle de prolifération
cellulaire et subséquemment différenciés en centrocytes (IgD
CD38'CD77°) (MacLennan & Liu, 1991), voir figure 6. Ces derniers
sont également soumis au processus de CS (Liu et al., 1996) et
peut achever sa différenciation vers le stade de cellule effectrice,
soit plasmocyte ou B mémoire, et quitter le centre germinatif.

A leur sortie de la moelle osseuse, les lymphocytes B matures mais

encore nalfs (IgM*IgD*CD38") transitent par la voie sanguine et vont

coloniser les follicules primaires des organes lymphoides secondaires

(rate, amygdales, ganglions lymphatiques, tissus lymphoides non

encapsulés) entre lesquels ils re-circulent activement via le sang et la

lymphe (Butcher & Picker, 1996).
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o D’un autre cété, ils peuvent former localement un foyer de prolifération
extra-folliculaire ou ils se différencient rapidement en plasmocytes a courte
durée de vie, sécrétant des anticorps de faible affinité. Dans ces foyers B-
blastiques, les cellules peuvent étre soumises au processus de
commutation isotypique (class-switching, ou CS) des chaines lourdes des
Ig, grace auquel devient possible la substitution de la chaine lourde (Cy)
des Ig, donc la sécrétion d’anticorps de classe et de fonctionnalité
différente (IgG, IgA ou IgE), sans altération toutefois de la spécificité pour

I'antigene (Toellner et al., 1996), voir figure 7.

Il existe a la surface de ces diverses sous-populations lymphocytaires des marqueurs
membranaires spécifiques qui permettent leur identification et leur séparation. Ainsi, le
récepteur cellulaire CD27, membre de la famille des TNF-R a l'instar de CD40 joue,
comme ce dernier, un role pivot dans la différenciation terminale du lymphocyte B a
lissue de la réponse des GC. CD27 est exprimé spécifiquement a la surface des
lymphocytes B dotés de génes des Ig hypermutés et, a ce titre, il a été désigné comme

un marqueur spécifique des B mémoires (Agematsu, 2000).

Similairement a CD40, I'engagement de CD27 par son ligand, CD70, retrouvé a la
surface des lymphocytes T mais aussi sur les lymphocytes B, favorise la sécrétion
importante d’lg de toutes classes confondues (Agematsu et al., 1997). Toutefois, alors
que CDA40 induit préférentiellement la différenciation vers la stade de B mémoire (Arpin

et al., 1995), CD27 préside la différenciation plasmocytaire (Jacquot et al., 1997).
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Ces caractéristiques phénotypiques rendent alors possible la discrimination physique
des populations de lymphocytes B grace a la justesse de la cytofluorométrie. Aussi,
quelle que soit la cellule isolée, et sur la base de I'expression différentielle des
marqueurs phénotypiques et la configuration des genes des Ig, il est désormais possible
d’établir précisément son stade de développement et les événements moléculaires qui

ont jalonné sa différenciation.

| - 1 - 4 — Modulation cytokinique de la commutation isotypique :

Seule une combinaison de cytokines n’induit pas la production d’IgE par une population
trées pure de lymphocytes B, indiquant que les signaux de co-stimulation additionnels
provenant des Lc T sont nécessaires a la commutation vers les IgE (Jabara et al.,
1990). C’est ainsi que l'importance de l'interaction CD40/CD40L dans l'induction de la
commutation isotypique IgE est montrée, in vivo, grace a un déficit immunitaire
concernant une mutation sur le géne CD40L. Les patients atteints présentent un
syndrome hyper-lgM et de trés faibles quantités d’IgG, IgA et IgE sériques (Korthauer et
al., 1993). Néanmoins, la synthése d’IgE est modulée par plusieurs lymphokines qui,
vraisemblablement, agissent sur des stades ultérieurs de la maturation des lymphocytes
B. Parmi celles-ci, I'lL-3, I'lL-5, I'lL-6, I'lL-9 et le TNF-a induisent tous une augmentation
de la synthése d’IgE in vitro alors que I'lL-2, I'lL-8, I'IL-10 et le TGF-B en sont inhibiteurs.

Toutefois, les cytokines les plus importantes sont :

A - Les interleukines 4 et 13 : La cytokine clé, essentiellement produite par les
lymphocytes T activés, et causant la commutation isotypique en IgE, est I'lL-4 (Snapper
& Paul, 1987) (Jabara et al., 1988) (Péne et al., 1988a) (Péne et al., 1988b) (Lundgren

et al., 1989) (De Waal Malefyt et al., 1995), voir figure 8. Plus récemment, I'lL-13 a été

30



décrite comme étant capable d’induire la synthése d’'IgE indépendamment de l'lL-4
(Punnonen et al., 1993). Toutefois, in vivo, I'lL-13 n’est pas capable de remplacer I'lL-4
chez la souris déficiente en IL-4 (Kopf et al., 1993). En 1994, des expériences sur des
lymphocytes B immatures humains, montrent que I'lL-13, qui partage de nombreuses
fonctions biologiques avec I'lL-4, certainement parce que leur deux récepteurs partagent
une structure commune (la chaine a) (Aversa et al., 1993) et utilisent la méme voie de
transduction (STAT 6), induit la prolifération des cellules B, la commutation isotypique et
la production d’lg, dont les IgG4 et les IgE, en présence de lymphocytes TCD4+.
Comme d’autres cytokines TH2, I'lL-4 présente des propriétés anti-inflammatoires et

inhibe fortement la production des cytokines pro-inflammatoires.

B — L’interleukine 10 : L’IL-10 partage tous les effets anti-inflammatoires de I'lL-4 et de
'lL-13, modulant la production par les monocytes et les granulocytes de certaines
cytokines pro-inflammatoires ainsi que de chimiokines. Elle inhibe la synthése par les
macrophages de médiateurs de I'inflammation. Dans l'allergie, il est notable que I'lL-10
exerce divers effets sur la production d’IgE. Etudiée sur une population de lymphocytes
dérivés du sang périphérique de patients allergiques aux acariens, la synthése d’IgE,
induite par I'allergéne, est augmentée par I'lL-10 (Kawano & Noma, 1995). Dans les
lavages bronchoalvéolaires de patients asthmatiques, les niveaux d’IL-10 sont plus bas
que ceux des sujets contrdles. Simultanément, une expression réduite d’IL-10 a été

soulignée dans les PBMC de patients atopiques (Borish et al., 1996).
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C - L'interféron-y : L'IFN-y est produit par de nombreux types cellulaires: lymphocytes
T CD4+ mais aussi CD8+, natural killer (NK) (Trinchieri, 1989) et éosinophiles
(Lamkhioued et al., 1995). En rapport avec la réaction allergique, le réle de I'lFN-y est
assez complexe. Plutét protecteur par son action sur les lymphocytes B et sur la
commutation isotypique, il pourrait aggraver l'inflammation locale par son action pro-
inflammatoire. En effet, sur les lymphocytes B, I'lFN-y agit en opposition avec I'lL-4. il
inhibe leur prolifération (Mond et al., 1985), I'expression du récepteur de basse affinité
pour les IgE (CD23) induite par I'lL-4 (Defrance et al., 1987; Hudak et al., 1987). Au
niveau de la commutation isotypique, I'lFN-y inhibe de fagon spécifique la production
d’'IgE et d’'lgG1 et stimule celle des IgG2a in vitro (Thyphronitis et al., 1989; De Waal

Malefyt et al., 1995), et in vivo chez la souris (Finkelman et al., 1988).

D - L’interleukine 27 : il s’agit d’'un nouveau membre appartenant a une famille de
cytokines structurellement reliés qui inclut également 'lL-12 et I'IL-23 (Pflanz et al.,
2002). Cette cytokine hétérodimérique est composée de deux chaines :

- une protéine glycosylée de 33 kDa : 'EBI3,

- une protéine de 28 kDa
Ces deux chaines sont homologues aux sous unités p40 (Devergne et al., 1996) et p35
de I'lL-12 (Pflanz et al., 2002; Brombacher et al., 2003) respectivement.
Elle est sécrétée, chez 'homme, par les cellules présentatrices de I'antigéne activées
(Pflanz et al., 2002; Larousserie et al., 2004; Larousserie et al., 2005), telles que :

- Les monocytes,

- Les macrophages

- Les cellules dendritiques dérivant des monocytes (de type myéloides),

- Les cellules endothéliales.

32



Le complexe fonctionnel du récepteur responsable de la transduction du signal de I'lL-

27 se compose de deux chaines (Pflanz et al., 2002; Pflanz et al., 2004) :

La sous unité TCCR (également connus sous le nom de WSX-1) qui est
essentielle pour l'initiation des réponses immunes de type Th1, elle ne lie pas I'lL-
12, ni ne s’associe avec les chaines composant I'lL-12R.

La sous unité gp130 : qui est partagé par plusieurs cytokines de la famille de I'lL-

6 (Kichimoto, 2005).

Le récepteur de I'lL-27 se retrouve au niveau de plusieurs cellules dont principalement :

Les cellules Th1

Les cellules B activées

Les cellules NK

Les cellules NKT

Les monocytes

Les mastocytes

Les cellules de Langerhans

Les cellules endothéliales

L’IL-27, en se liant a son récepteur, semble induire une cascade de signaux Jack/STAT

en induisant la phosphorylation de Jak1, STAT1, STAT3, STAT4 et STATS5 dans les

cellules T, STAT1 et STAT3 dans les monocytes et STAT3 dans les mastocytes, voir

figure 9 (Pflanz et al., 2002; Villarino et al., 2004).
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Fig. 9 : Activation de la signalisation Stat1 et Stat3 par I'lFNy, I'lL-6, I'lL-10 et I'lL-27
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Les résultats de plusieurs études ont montré, in vivo et in vitro, les effets pleiotropiques

de I'lL-27 qui parait avoir des fonctions immunorégulatrices importantes en tant que

cytokine pro- et anti-inflammatoire : la déviation immune TH1 étant due en partie a

I'induction du T-bet, un facteur de transduction qui agit sur les génes impliqués dans la

réponse TH1, et les propriétés anti-inflammatoires étant communes aux membres de la

famille des interleukines IL-6/IL-12 dont fait partie I'lL-27.

(0}

Initialement, certaines études réalisées chez la souris ont montré le réle pro-
inflammatoire de I'lL-27 qui, par synergie avec I'lL-12, induit la production d'IFN-
y par les cellules NK et les cellules T naives humaines CD4+, et contribue ainsi
a leur prolifération et polarisation précoce en cellules Th1 (Pflanz et al., 2002).

D’autres expériences chez la souris ont précisé que la liaison du récepteur de
l'IL-27 active le signal de transduction dans les cellules T naives CD41 en
induisant un phénotype TH1, voir figure 10 (Trinchieri, 2003). L’addition de I'lL-
27 recombinante aux cellules T naives en culture sous des conditions favorisant
le profil TH2 aurait pour résultat, d’'une part la diminution de I'expression du
GATA-3, un important facteur de transcription pour le développement TH2,
d’autre part la diminution de la production de I'lL-4. La diminution des cytokines
TH2 causé par I'lL-27 est le résultat de l'inhibition de l'induction des cellules
TH2. Ces résultats suggeérent que I'lL-27 peut jouer un double rdle dans le
développement des cellules T et la réponse immune en stimulant la production
des réponses TH1 en inhibant les réponses inflammatoires TH2. Ces propriétés
peuvent indiquer le potentiel de cette cytokine dans la thérapie de I'asthme

allergique (Steinke & Borish, 2006).
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Fig. 10 : Développement de la réponse TH1 et implication de I’'IL-27
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Le role de cette interleukine sur les cellules B demeure encore inconnu. Ainsi, bien
gu'aucune information sur l'implication de I'lL-27 dans la production d'lg humaines n'ait
été rapportée jusque 13, il a cependant été montré que :

0 L'expression des sous-unités du récepteur a I'lL-27 est fortement régulée
durant la différenciation de cellules B humaines. Ceci impliquerait que les
effets modulés par I'lL-27 varient selon I'étape de la différentiation des Lc
B (Larousserie et al., 2006).

o Dans un modéle d'asthme induit expérimentalement chez des souris
déficiente en récepteur WSX-1"", 'ovalbumine provoque 'augmentation du
taux d'IgE sériques par rapport aux souris de type sauvage (Miyazaki et
al., 2005), ce qui permet de conclure que I'lL27 a un effet inhibiteur sur la
synthése de I'lgE (Yoshimoto et al., 2004).

o L'IL-27 induit la commutation de classe d'lgG2a dans les cellules
spléniques activées par le LPS ou dans des cellules B de souris activées
via I'anti-CD40, et empéche la commutation de la classe IgG1 induite par
I'IL-4 (Yoshimoto et al., 2004). Il s’agit donc d’un facteur de commutation
spécifique pour la production des IgG2a par les lymphocytes B murins
(Chen et al.,, 2000) qui présenteraient la plus grande homologie
fonctionnelle avec les IgG1 humaines.

o0 Chez 'homme, I'lL-27 induit une augmentation des IgG1 produites par les
splénocytes, mais rien de concluant avec les cellules B purifiées et le

PBMC.
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| -2 - ASPECTS APPLIQUES ET CLINIQUES DE LA SYNTHESE DES

IgE DANS L’ASTHME ALLERGIQUE :

L’aptitude génétique particuliére a produire des IgE en exces constitue un caractére
héréditaire appelé « atopie » dont I'importance ainsi que l'incidence de I'environnement
contribuent, a part égale, a I'évolution de la pathologie d’origine allergique. Ainsi,
'asthme allergique est une maladie multifactorielle résultant de la conjonction de
facteurs congénitaux (terrain atopique) et d’éléments liés a I'environnement (allergénes).
| -2 -1 - Terrain atopique :

Ainsi, caractérisé par une production exagérée d'IgE en réponse aux stimulations
exercées par les allergénes et une réactivité exagérée des organes et tissus cibles, le
terrain génétique prédispose a la survenue des manifestations allergiques.

Coca et Cooke en 1923 ont été les premiers a utiliser le mot atopie (du grec aro— mia,
signifiant « maladie étrange ») pour désigner ces manifestations. Définie aujourd’hui
comme une hypersensibilité a des antigénes environnementaux communs,
normalement non-immunogénes, [l'atopie se manifeste par des désordres
inflammatoires, récidivants ou chroniques, touchant les muqueuses respiratoires
(asthme, rhinite...) et la peau (eczéma, urticaire...).

Un certain nombre de génes ont été identifié<s comme responsables de la capacité
excessive de production des IgE qui sont caractéristiques de la réaction d’allergie
immédiate. Mais, seules certaines régions chromosomiques ont été localisées et la
plupart des données actuelles sont fragmentaires, nécessitant d'étre reproduites par
d'autres équipes et confirmées dans la population générale.

Ce caractére héréditaire de I'asthme a été démontré dés les premiéres études familiales

et de jumeaux, mais les progres récents des outils génétiques statistiques et
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moléculaires ont permis d'appréhender certains génes dits de susceptibilité (voir tableau
II) (David, 1996; Thomas et al., 1997; Bousquet et al., 1999), tels que :

- Les genes candidats: plusieurs régions géniques de susceptibilité ont ainsi été
localisées avec certitude ou par plusieurs équipes dans I'asthme, en particulier ceux de
I'lL-4 (5931.1933.1), la chaine B FceRI (11q13), ainsi que I'lFNy (12915-q24.1).

- Les génes de la réponse immune (spécifique ou non) a l'allergéne. Un
déséquilibre de liaison, entre un type HLA particulier et la sensibilisation a un allergéne,
a été retrouvé, comme, par exemple, la réponse IgE ou IgG a l'antigéne du pollen
d'Ambrosia artemisifolia (Amba V) fortement associée a I'haplotype HLA D2/Dw2
(Moffatt et al., 2003).

- Plusieurs études de ségrégation incriminent plusieurs génes. Les études
familiales de ségrégation se poursuivent actuellement dans différents pays du monde
(et notamment avec I'étude EGEA) car elles permettent les études de génétique
moléculaire, seules capables d'approcher physiquement des genes de susceptibilité de
la maladie. Il existe cependant des différences de population car les mémes génes de
susceptibilité ne sont pas retrouvés chez les Caucasiens, les Hispaniques ou les Afro-
américains rendant les études encore plus complexes. De telles études sont en cours
dans plusieurs pays du monde

En raisons de la complexité génétique de l'asthme, il est vraisemblable qu'il
existe de multiples génes dont I'expression varie selon le phénotype de l'asthme,
expression largement modulée par les facteurs de I'environnement. En effet, il semble
exister des interactions positives comme I'exposition aux allergénes qui pourrait

potentialiser la réponse aux IgE.
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Tab. Il : Les génes liés a I'asthme, I’hyperréactivité bronchique et I’atopie

Régions Geénes Phénotypes
chromosomigques candidats associes
1q HREB
233 Asthme
2q HRB, TC
3 HRB, IgE, eosino
4 HRE
IgE, éosino
Ep16 Asthme
lgE
Bg31.1-g33.1 iL-4 IgE totales
IL-8, IL-4 IgE totales
Asthme
HRB
HRB, IgE
bg23-31 Asathme
B f2-ARpol, Asthrme nocturne
Bp21.3 HLA-D lgE apécifiques
I:;;IE jﬂtﬂles, Ensinog
Aosino
6p21.3-23 Asthme
7 lgE totales, éosina, HRB
11p156 fsthme
11q13 FreRif lgE totales, HRB
FeeRIB Atopie
FeeRif lgE totales, TC, asthme
FeeRIg Asthme, HRE
12q15-24.1 IFNy lgE totales, asthme
12414-24.2 Asthme
lgE
13 Atopis
13q21.3-qter Asthme
14q11.1 TCRow/S lgE apécifiques
14911.2-13 Asthme
14911.12 Chymasepol ECIEMa
acaino
16p lgE totales, HRB, asthme
1612 IL-4R IgE totales st spécifiques
&osino
17p11.1-q11.2 Asthme
lgE
17 CFTRAFROS Asthme
19q13 BAsthme
21q21 Asthme
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| - 2 - 2 — Sensibilisation allergénique :

Dans le cas particulier d'une réaction immuno-allergique, I'antigéne est un allergéne et
sa présentation par les CPA aux cellules T induisant la différenciation TH2 et stimulant
la production des IgE par les Lc B, voir la figure 11 (Minty, 1999). Dans I'asthme
allergique, cette étape de sensibilisation survenant le plus souvent chez un individu
atopique, est la conséquence de la pénétration dans I'organisme par voie respiratoire
d’allergénes désignés par le terme pneumallergenes, dont, les plus courants sont les

suivants :

- Les acariens:

En climat tempéré, les acariens représentent le premier allergéne en cause dans les
allergies respiratoires, quel que soit I'age. lls sévissent toute I'année et sont surtout
présents dans les literies, moquettes et peluches. Leur développement est favorisé par
des conditions optimales d’humidité de l'air (80 % d’hygrométrie) et de température
(plus de 20 °C) (Arlian & Platts-Mills, 2001).

Il existe une relation positive entre exposition allergénique et sensibilisation chez les
enfants de la naissance a l'age de trois ans, de cinq a douze ans et chez les
adolescents de douze a quatorze ans. En effet, dans son étude prospective, Wahn et
coll. montrent que 3 % des enfants de familles d'atopiques développent une
sensibilisation vis-a-vis des acariens pour des taux d'allergénes du groupe 1 inférieurs a

2 mg/g de poussiere (Wahn et al., 1997).
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Fig. 11 : Sensibilisation (1) et induction de I'inflammation allergique (2).
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- Les pollens:

Les calendriers polliniques permettent d’identifier les pollens particuliers a chaque
région. De janvier a septembre, divers pollens se succédent dans I'atmosphere
permettant de distinguer trois grandes saisons : les saisons des arbres, des graminées
et des herbacées.

Les communautés antigéniques entre les pollens et les aliments (fruits et
légumes surtout) sont a l'origine d’allergies croisées dont les plus connues sont :
ambroisie-melon et banane, pollen de bouleau-noisette et pomme ou armoise-céleri.
L’allergie aux pollens est trés fréquente et concerne 10 a 30 % de la population (Pauli et

al., 2000).

- Les blattes :

La blatte germanique cosmopolite de couleur brunatre et mesurant 1 a 7 cm de
long est la plus commune des espéces connues. Parmi leurs nombreux constituants
allergéniques, on distingue Bla gl et Bla gll dont les taux dans la poussiére de maison
varient selon I'espéce considérée (Rosenstreich et al., 1997). Ces antigénes sont
surtout présents dans le corps entier de la blatte, les mues, la capsule, les fécés et
I'appareil digestif.

Plusieurs études transversales ont souligné les liens entre exposition,
sensibilisation et asthme (Kang et al., 1993). L’allergie concerne surtout les sujets vivant
en habitat collectif et urbain. La rhinite et I'asthme étant les symptédmes principaux de

I'allergie aux blattes (Dutau, 1996).
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- Les moisissures :

Elles ont un réle important dans la survenue des asthmes et des rhinites
saisonnieres allergiques (Halonnen et al., 1997). Bien qu’ll y ait des variations
saisonniéres et des pics périodiques, la plupart des moisissures ont la capacité de se
développer toute l'année. Les plus connues sont Alternaria (I'allergéne majeur
d’Alternaria alternata est Alt a29), Cladosporium, Penicillium et Aspergillus. Elles sont
souvent impliquées dans les formes sévéres d’asthme. Elles sont présentes a I'extérieur

ainsi que dans les habitats humides et peu aérés.

- Les phanéres animaux :

Les principaux animaux responsables de manifestations allergiques sont : le chat,
le chien, le cheval, les lapins, les hamsters, les cobayes et les animaux de laboratoire
(petits rongeurs surtout). Le chat est 'animal le plus sensibilisant (Custovic et al., 2001).
La particularité de l'allergéne du chat est d’étre volatil et résistant. Il peut rester en
suspension dans l'air de I'habitat jusqu’a six mois aprés le départ de I'animal.

En ce qui concerne les allergenes de chat, les données sont plus contradictoires.
En effet, un lien, entre les niveaux de concentration en Fel d1 (principal allergéne du
chat) et la fréquence de sensibilisation, est retrouvé dans la seule étude prospective
disponible actuellement. Cependant, dans de nombreuses études transversales, chez
des enfants et des adolescents, cette relation n'est pas retrouvée.

Ainsi, beaucoup d’études semblent démontrer un lien entre exposition aux
pneumallergénes et sensibilisation. De nombreuses autres études épidémiologiques
montrent une association étroite entre la concentration sérique d'IgE, le risque de
survenue d'un asthme et la prévalence d'une hyperréactivité bronchique (Peat et al.,

1990).
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L'ensemble des données épidémiologiques confirme aussi que les marqueurs
biologiques de la réponse a IgE sont associés a certains phénotypes de la maladie
asthmatique, sans que cette relation soit encore étayée par un mécanisme biologique
confirmé.

Il est important de souligner que la sensibilisation a un allergéne par le biais des IgE
n'est pas synonyme de maladie allergique. De nombreux individus ont des tests positifs
pour un allergéne, sans exprimer des manifestations cliniques significatives en leur
présence. Il est néanmoins probable que ces sujets développeront plus facilement une
maladie allergique que les sujets non sensibilisés. Le marqueur potentiel d'une allergie
devient alors le témoin d'un facteur de risque et acquiére un intérét prédictif.

La grande majorité des études s'intéressant au lien entre exposition aux
pneumallergénes et symptdbmes a trait a l'asthme et, par conséquent, a l'effet des
allergénes sur I'hyperréactivité bronchique, les symptomes d'asthme et la sévérité de la

maladie (Chanez et al., 2005).

Quant aux allergénes alimentaires, dénommés trophallergénes, lls sont souvent
impliqgués dans I'asthme de I'enfant, et davantage chez le jeune enfant de moins de trois
ans. Chez le jeune nourrisson, lallergie alimentaire et la dermatite atopique
représentent les premiéres manifestations allergiques (Burr et al., 1997). Par la suite, se
développent des sensibilisations respiratoires, d’autres allergies alimentaires, un asthme
et une rhinite. Les allergies alimentaires concernent trois enfants pour un adulte mais la
fréquence relative des aliments allergisants reflete les habitudes alimentaires et

culturelles de chaque pays.
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Selon une étude de Rancé et al, (Rancé et al., 1999) chez I'enfant, cing aliments sont
responsables des trois quarts des allergies alimentaires :

- lait de vache

- ceuf de poule

- cacahuéte (ou arachide)

- poisson

- moutarde.
Chez I'adulte :

- les crustacés

- certains fruits et légumes (ombelliferes) sont le plus souvent en cause.
L’étude de Roberts G et al montre que les aliments peuvent également se comporter
comme des aéroallergénes (Roberts et al., 2002). De plus, I'étude de Eigenmann et
Zamora démontre que I'exposition précoce des nourrissons aux particules d’allergénes
alimentaires présentes dans la cuisine, favorisée par une ventilation insuffisante et par
une augmentation du temps passé a l'intérieur des maisons, est génératrice des
sensibilisations et ultérieurement, a 'occasion d’'une ingestion de I'aliment, d’'une allergie
alimentaire : il faut lutter contre le confinement des enfants a I'intérieur des maisons et

bien aérer les pieces (Eigenmann & Zamora, 2002).

| - 2 — 3 — Phases de la réaction allergique :

Apres I'étape d'initiation de la réponse allergique (sensibilisation), sous la dépendance
des cellules dendritiques, de nombreuses autres cellules sont engagées dans |'étape
effectrice suivante durant laquelle certaines cellules sont directement impliquées et

responsables de la réaction d’hypersensibilité : mastocytes, éosinophiles, et a un
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moindre degré neutrophiles et plaquettes ; d’autres sont impliquées dans et le maintien

de la mémoire immunitaire : cellules lymphocytaires B et TH2.

Phase immédiate :
Ainsi, chez un sujet préalablement sensibilisé, et lors d’'un contact ultérieur avec
I'allergene, généralement au niveau des voies respiratoires supérieures et inférieures,
de méme qu’au niveau de la peau et du tube digestif, les IgE, liées a la surface des
mastocytes (cellules mononucléées CD34+) par le FCeRI, captent l'allergéne. Il s’ensuit
une réaction immédiate qui dure environ 30 minutes, durant laquelle il y a induction de
I'activation des voies de transduction membranaire et cytoplasmique conduisant a la
libération en cascade de médiateurs préformés, stockés dans les granules des
mastocytes. Ce sont, entre autres :
- I'histamine,
- des agents chimiotactiques (facteur chimiotactique éosinophilique: ECF, et
facteur chimiotactique neutrophile : NCF),
- de méme qu'un ensemble d'enzymes (protéoglycanes, des tryptases, et des
chymases).
Cette libération massive de médiateurs (La réaction immédiate ne dure que 30 minutes)
est suivie de la néoformation de médiateurs qui amplifient la réaction allergique.
C’est ainsi que l'activation de la phospholipase A2 initie la synthése des métabolites des
phospholipides membranaires. |l s’agit essentiellement de :
- prostaglandines dont certaines ont une activité broncho spastique (PGD2,
PGF2a, TXA2) et dautres ont une activitt broncho-dilatatrice (PGEZ2,

prostacycline)
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- La voie des leukotrienes libére le LTB4 qui a une activité chimiotactique
importante et le Slow Reacting Substance of Anaphylaxis (LTC4, LTD4, LTE4).

- Le PAF (Platelet Activating Factor) est aussi libéré.
Phase tardive :
Enfin, il s’en suit, quelques heures aprés, d’autres phénomeénes qui vont donner a la
réaction allergique toute son ampleur telle que la synthése de cytokines (I'lL-1, I'lL-2,
'IL-3, I'IL-4, I'IL-5, le GM-CSF, I'lFN-y et le TNF-a) et le recrutement cellulaire. En effet,
'ensemble des produits libérés améne des cellules inflammatoires au site de la réaction,
dont l'une des principales est I'éosinophile. Ce polynucléaire se distingue par la
présence d'un noyau bilobé "en bissac" et surtout par I'existence dans le cytoplasme
d'une vingtaine de granules spécifiques qui, en raison de leur contenu en protéines
basiques, donnent a la cellule un aspect rouge orangé caractéristique sur les frottis
colorés (affinité tinctoriale particuliere de ces granulations pour les colorants acides tels
que I'éosine).
L’éosinophile présente a la fois les caractéres d'une cellule cytotoxique, d'une cellule
inflammatoire et d'une cellule immunorégulatrice. Ainsi, elle est capable de libérer ces
protéines basiques cytolytiques (les protéines cationiques) mais aussi de produire des
dérivés réactifs toxiques de l'oxygéne tels que des anions superoxydes (présence
d'enzymes du métabolisme oxydatif dans des structures vésiculo-tubulaires).
Les protéines basiques sont, soit dans le "cristalloide" central (Major Basic Protein ou
MBP), soit dans la matrice (Neurotoxine ou EDN/EPX, Peroxydase ou EPO, Protéine
Cationique de I'Eosinophile ou ECP), voir tableau Ill (Holgate & Church, 1993). Outre
leur propriété cytotoxique, I'EDN/EPX et I'ECP ont une activité catalytique ribo-

nucléasique.
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Tab. lll : Propriétés des protéines des granulations secondaires

de I’éosinophile humaine

Caractéristiques physiques
B Taux
Protéine Poids Point
Lieu plasmatique
moléculaire isoélectrique
(ng/ml)
MBP Noyau granulaire 13,8 KDa 10,9 186
ECP Matrice granulaire 18-21 Kda 10,8 17
EDN Matrice granulaire 18-19 Kda 8,9 20
EPO Matrice granulaire 19 KDa 10,8 26

Des taux élevés de MBP, compatibles avec une activité cytotoxique, ont été retrouvés
dans différents liquides biologiques (sérum, liquide de lavage alvéolaire...) notamment
dans l'asthme grave. C'est surtout I'immunodosage de I'ECP qui a connu de multiples
applications en clinique permettant de mieux appréhender le profil d'activation de
I'éosinophile.
L'éosinophile est aussi une cellule inflammatoire, capable de libérer :

- des médiateurs lipidiques (leucotriénes, prostaglandines, thromboxane B2,

facteur d'activation plaquettaire ou PAF-acether...)
- des chemokines (RANTES, MIP-1q, IL-8) ou des cytokines pro-inflammatoires

(IL-4, IL-5, TNFa) (Ohnukia et al., 2005).

Par ailleurs, I'éosinophile exprime des récepteurs de surface pour des facteurs de
croissance et des cytokines (GM-CSF, IL-3, IL-4, IL-5, IL-2 ...) ; pour des facteurs
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chimiotactiques (chemokines, cytokines, anaphylatoxines, médiateurs lipidiques...) mais
aussi pour de nombreux médiateurs de la réponse immune ou des réactions
d'hypersensibilité (IgG, IgA, IgE, fractions effectrices ou régulatrices du systéme du
complément...). Les médiateurs actifs sur la lignée éosinophile agissent sur la
différenciation des progéniteurs hématopoiétiques et/ou favorisent la mobilisation puis la

domiciliation des polynucléaires éosinophiles dans différents sites tissulaires.

L'identification de molécules d'adhérence a la surface des éosinophiles a permis de
mieux appréhender les principaux événements qui régulent les processus de migration
et de diapédése des éosinophiles :

- Aprés une étape de décélération des leucocytes a la surface de I'endothélium ou
phénomeéne de "rolling" (interactions Sialomucines /Sélectines), voir figure 12,

- les éosinophiles pré-activés ("primed eosinophils") par des facteurs variés (C5a,
PAF-acether, IL-3, IL-5, RANTES, MCP-3, éotaxine, ...) adherent plus fortement a
la cellule endothéliale par linteraction entre les intégrines VLA-4 et Mac1
(éosinophiles) et les molécules VCAM et ICAM de la superfamille des
immunoglobulines (cellules endothéliales).

- Ces mémes interactions favorisent les processus de migration trans-endothéliale
et permettent a I'éosinophile d'entrer en contact avec les éléments de la matrice
extracellulaire. L'absence de certaines molécules d'adhérence a la surface du
neutrophile, ce qui parait étre le cas pour VLA-4, explique que seul I'éosinophile

sera recruté dans certains foyers inflammatoires.
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Par ailleurs, la modulation de I'expression de ces molécules d'adhérence, notamment a
la surface de certaines cellules endothéliales, conditionnera la domiciliation sélective
des éosinophiles. Dans un modéle d'asthme expérimental, le blocage des interactions
entre certaines molécules d'adhérence, par un anticorps monoclonal anti-ICAM-1,
entraine une diminution significative de linfiltrat tissulaire en éosinophiles et une
atténuation de I'hyperactivité bronchique.

Les effets des médiateurs dans l'asthme allergigue commence par la réaction
immeédiate, médiée particulierement par [I'histamine, qui se manifeste par un
bronchospasme et qui survient rapidement lors du contact avec l'allergéne.

A la suite de la libération des autres facteurs, il peut se former une inflammation au
niveau de la bronche, situation qui va en augmenter la sensibilité, voir figure 13 (Holgate
& Church, 1993). Ce phénomeéne d’hyperréactivité bronchique se caractérise, par une
plus grande intensité de réaction aux allergénes auxquels le patient est allergique, de
méme que par une sensibilité non spécifique a des agents non allergénes, comme le
froid, I'exercice, les infections, et a des facteurs irritants comme la fumée de cigarette.
Par la suite, suivent les manifestations de la sensibilité de la bronche: Sur le plan des
symptomes, cette sensibilité se manifeste par de la dyspnée, de la tachypnée, de la
toux, des expectorations et des sibilances, de "wheezing" d'intensité variable et
réversible. L'intensité de ces symptédmes classiques de I'asthme varie en fonction du

degré d'inflammation de la bronche (Weisnagel, 1990).
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Fig. 13 : Réle des éosinophiles dans I’anatomo-pathologie de I'asthme
a) Bronche normale
b) Bronche Iésée (desquamation épithéliale)
c) Constriction et hyperplasie des muscles lisses avec cedéme de la lamina propria,

conduisant a une diminution du calibre de la voie respiratoire
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L’inflammation bronchique dans I'asthme allergique est constante et persiste méme en
'absence de symptdmes. Les liens entre l'intensité de la réponse inflammatoire et
'apparition de phénomeénes de remodeling plaident pour une prise en charge
thérapeutique précoce de la maladie asthmatique, notamment chez I'enfant (Tillie-
Leblond et al., 2004). Depuis 1960, la prévalence de I'asthme chez les enfants a
augmenté d’environ 6 a 10% par an dans la plupart des pays industrialisés. Cette
augmentation est probablement liée, dans une large mesure, a des facteurs
environnementaux. L'allergie constitue une composante de l'asthme chez 90% des
enfants, chez environ 70% des adultes de moins de 30 ans, et chez 50% des adultes de
plus de 30 ans (Weisnagel, 1990).

En Algérie, les infections respiratoires demeurent la premiére cause de mortalité
infantile aprés la rougeole et la diarrhée. Le nombre des asthmatiques est de 700 000 et
il va en augmentant, car en 2010 il sera de 800 000. Dans la ville de Annaba, le taux de
prévalence de I'asthme est supérieur au taux national, 55 % des asthmatiques ont plus
d’'une crise par mois et 42 % des patients ont été hospitalisés au moins une fois durant
'année (Amir, 2005).

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer 'augmentation de l'incidence de
'asthme. L’amélioration des conditions d’hygiéne est I'hypothése actuellement retenue
(Hopkin, 1997). La diminution de I'exposition aux pathogénes microbiens (bactériens ou
viraux) pendant la jeune enfance nuirait au développement des réponses immunitaires
cellulaires (impliquant des lymphocytes de type Th1) entrainant une dérégulation
définitive des réponses de type humoral ou «Th2» impliquées dans la production des

IgE (Prescott et al., 1999).
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Chapitre Il - MATERIEL ET METHODES




Il —1 - ASPECTS MOLECULAIRES ET ROLE DE L’IL-27 :

Cette partie de la thése a été réalisée au laboratoire d'immunopathologie de I'asthme

dans l'unité INSERM 454, Hopital Arnaud de villeneuve a Montpellier (France).

Il -1 -1 - Obtention des cellules :

L’ensemble des cellules spléniques et ombilicales utilisées dans cette étude sont

obtenues en accord avec le comité d’éthique des hdpitaux universitaires de Montpellier.

A - Purification des cellules B spléniques CD19+ :

Ces cellules sont obtenues a partir de fragments de rate humaine provenant de
donneurs sains (Service de Chirurgie Digestive, CHU Saint Eloi, Montpellier, France).
Les cellules spléniques CD19+ sont hautement purifiées (pureté > 98%) par sélection
positive en utilisant des billes magnétiques (diamétre << 0.5um) coatées avec des
anticorps spécifiques au CD19 et un tri cellulaire magnétique préparatif (Miltenyi

Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) (Péne et al., 2004), voir figure 14.

En bref, cette séparation se fait en trois étapes :

- Etape 1: Marquage magnétique : les cellules sont marquées avec les microbeads
MACS ® (20ul de billes CD19+ sont ajoutées pour 10x10° de cellules de rate humaines)

pendant 30 min d’incubation avec agitation rotative a 4°C, puis filtrées sur tamis de

100um (afin d’éliminer les agrégats).
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Fig. 14 : Purification des cellules par sélection positive en utilisant un tri
magnétique préparatif
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- Etape 2 : Séparation magnétique: Les cellules marquées sont retenues au cours de
leur passage dans des colonnes MACS Miltenyi Biotech (25 MS) placées dans un
champ magnétique d’environ 0,6 Telsa (séparateur). Ces colonnes sont remplies de
fibres ferromagnétiques recouvertes d’'une laque plastique qui évite un contact direct
des cellules avec les fibres. Aprées plusieurs lavages au PBS, les cellules non marquées

CD19- peuvent étre récoltées comme fraction négative.

- Etape 3 : L’élution des cellules marquées : La colonne MACS est retirée du champ
magnétique et les cellules marquées CD19 + qui étaient maintenues sont alors éluées
par simple passage de PBS puis sous pression au moyen du piston de la colonne. Les
cellules sélectionnées positivement gardent leur fonction et peuvent étre utilisées

directement, le détachement des billes biodégradables n’étant pas nécessaire.

B — Séparation des cellules B naives et mémoires par tri cellulaire:

Les cellules B naives CD27 IgGs et mémoires CD27" IgGs™ sont purifiées par
marquage des cellules B CD19" avec deux fluorochromes en utilisant des anticorps anti-
CD27 conjugués a la PE (clone M-T271, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) et des
anticorps de souris anti-lgG humaines de surface cellulaire conjugués au FITC (BD

Biosciences) (Scheffold et al., 2002). Ces cellules sont ensuite triees avec un FACS

Vantage® (BD Biosciences).
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Les cellules non marquées et doublement marquées sont collectées dans deux tubes
respectivement, aprés avoir été analysées puis déviées par l'appareil utilisant des
gouttelettes chargées électriquement dans lesquelles se situent les cellules et sont
divisées par un champ électrique permettant ainsi le regroupement de sous populations
cellulaires pures. Les cellules sans intérét sont éliminées (Figure 15). Nous avons utilisé
une vitesse de tri minimale afin d’augmenter la qualité du tri (pureté, rendement et

viabilité) qui diminue lorsque la vitesse du tri augmente.

C — Purification des cellules B naives a partir du sang de cordon :

Le sang de cordon provenait du Service Maternité, CHU Arnaud de Villeneuve,
Montpellier (France).

Les cellules B naives CD19°CD27 purifiées (pureté > 98%) ont été isolées par
déplétion négative a partir de ce sang de cordon en utilisant la procédure des
Rosettesep® (StemCell Technologies, Meylan, France). Le cocktail Rosettesep contient
des anticorps dirigés contre les antigénes de surface : CD2*, CD3*, CD16", CD36",
CD56", CD66b", exprimés par les cellules non B et couplés a des anticorps anti-
glycophorine A. En se liant aux cellules non B porteuses des antigénes de surface cités
ci-dessus et a la glycophorine A exprimée par les globules rouges, ces complexes
d’anticorps permettent la formation d’'immunorosettes de densité élevée que I'on peut

éliminer par sédimentation sur une couche de Ficoll (Figure 16).
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Fig. 15 : Schéma de fonctionnement d'un trieur de cellules
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En bref, 50ul de ce cocktail sont ajoutés pour chaque ml de sang de cordon frais. Aprés
20 min d’incubation a température ambiante, I'ensemble est dilué V/V avec du PBS+2%
SVF, en mélangeant doucement. Aprés ajout du Ficoll au fond du tube, ce dernier est
centrifugé 5 min a 1000 t/min, puis 20 min a 3000 t/min. Les cellules B sont facilement

collectées dans les anneaux enrichis a l'interface entre le plasma et le Ficoll.

D - Les lignées cellulaires BL-2 clone 20 : il s’agit de cellules B du lymphome de
Burkitt, Epstein-Barr virus négatif qui contiennent tous les éléments de régulation du

promoteur du germline Ce de I'lgE humaine (Berger et al., 2001).

Il -1 -2 — Culture cellulaire et étude de la réponse a I'lL-27 :

Des cellules de rate humaine précédemment isolées ont été congelées en DMSO 10%
et conservées dans de I'azote liquide. Par la suite, elles ont été décongelées en ajoutant
du PBS goutte a goutte puis centrifugées sur une couche de 2ml de sérum de veau
foetal ajouté doucement au fond du tube. Les cellules sont centrifugées a 1200 rpm
pendant 7 min et a 4°C, resuspendues dans du PBS puis filtrées sur tamis cellulaire
(Falcon, 100 um).

La viabilité des cellules a été évalué par comptage au microscope optique sur lame

Malassez en utilisant le bleu de trypan a 0.03%.
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Ensuite, les cellules B ont été stimulées, pour la recherche des réponses prolifératives

ou d’induction de la production d’lg, comme suit :
- Les Lc B humains CD19+ naifs ou mémoires (10%/ml) ont ét¢ mis en
culture avec 1mg/ml d’anticorps monoclonal anti-CD40 (Acm 87) (Valle et al.,
1989), en présence ou en absence de différentes concentrations de I'lL-27
recombinante (IL-27r) (Schering Biopharma, Palo-Alto, CA, USA) dans des boites
de culture de 96 puits a fonds plat (Nunc, Roskilde, Denmark) dans du milieu
Yssel (Yssel et al., 1984), supplémenté avec 10% SVF, en sextuplets dans un
volume final de 200 ml.
- Pour comparaison, 'lL-21 et I'lL-10 (obtenues auprés des Dr. Don Foster,
Zymogenetics, Seattle, WA, USA et Francine Briére, Schering-Plough, Dardilly,
France, respectivement) sont ajoutées en paralléle.
- Pour examiner et rechercher 'effet de I'lL-27 sur la synthése de I'lgE, I'lL-4
(donnée par le Dr Francine Briére) est ajoutée a la culture a raison de 20 ng/ml.
- Les réponses prolifératives ont été mesurées aprés 4 jours de culture a
37°C et a 5% de CO,. Aprés 12 jours d’incubation, les surnageants de culture ont
été collectés et la production des IgG et IgE est quantifiée par ELISA spécifique
des différents isotypes.
- Pour la détermination de I'expression du récepteur a I'lL-27 tout au long
des étapes de différenciation des cellules B, les splénocytes ont été mis en
culture avec une lignée de fibroblastes de souris (voir figure 17), exprimant le
CD40-L et irradiée (40 Gy), a raison de 40 cellules B pour 1 cellule L, en
présence ou absence des cytokines exogeénes. Les splénocytes ont été collectés
a différentes périodes de la culture et analysés par immunofluorescence triple

couleur et cytometrie en flux.
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Fig. 17 : Le systéme de culture de cellules B in vitro dépendant de CD40L

64



Il -1 -3 — Marquage de la surface cellulaire par immunofluorescence :

Le phénotype des différentes sous-populations présentes dans les suspensions
cellulaires a chaque étape de la purification et la stimulation, est analysé par marquage
membranaire direct ou indirect. Pour cela, des anticorps couplés a des fluorochromes
(FITC qui émet dans le vert, PE qui émet dans I'orange et APC qui émet dans le rouge,
voir figure 18) et dirigés contre diverses molécules membranaires exprimées par les
cellules B permettent I'analyse simultanée de plusieurs d’entre elles. Des controles
négatifs sont réalisés avec des anticorps non spécifiques couplés aux mémes
fluorochromes.

En bref, les cellules sont récoltées et transférées sur une plaque 96 puits a fond conique

(Nunc, Rockilde, Danemark) a raison de 102 & 5.109 cellules/puits. A partir de ce stade,
toutes les étapes se font a 4°C et I'abri de la lumiére. Les plaques ont été centrifugées a
1000 rpm pendant 3’ et les cellules en culot sont remises en suspension en vortexant la
plague entre chaque étape de marquage, trois lavages ont été effectuées avec 150

pl/puits de PBS 2% SVF / NaN3 2mM (0,1%).

Les anticoprs reconnaissant les différents marqueurs a analyser (anticorps
monoclonaux) sont ajoutés a raison de 10 pl/puits. La plaque est ensuite incubée 30 min
a 4°C et a l'obscurité.

Enfin, dans le cas de marquages directs, 20 pl/puits (concentration : 25ug/ml) d’un
anticorps de chévre anti-lgG de souris conjugué (FITC, PE ou APC) (Caltag) sont
ajoutés aux cellules qui sont incubées 20 a 30" a 4°C. Les cellules sont reprises dans

200 pl de PBS / 1%BSA ou SVF / NaN3 2mM (0,1%) et transférées dans des tubes

microniques (Micronic) pour le passage au cytométre (FACSCan BD) et I'analyse avec

le logiciel CellQuest.
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Fig. 18 : Spectres d’absorption et d’émission des fluorochromes FITC, PE et APC
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Il -1 - 4 — Analyse phénotypique par cytométrie en flux :

Les cellules sont analysées par le FACSCalibur (Becton Dickinson) par passage de 5 a
100000 cellules. Les données sont traitées grace au logiciel Cell-Quest software (BD
Biosciences, Mountain View, CA).

La cytométrie en flux est une technique d’analyse multiparamétrique sur plusieurs
milliers de cellules isolées. Les mesures simultanées de caractéristiques physiques et
biologiques sont effectuées isolément sur chacune d’entre elle lorsque, entrainée par un
fluide au centre d’'une veine liquide, la cellule diffracte la lumiére.

L’intensité de la lumiére diffractée dans I'axe (angle < 12°), est proportionnelle a la taille
de la cellule (FSC : Forward scatter) ; celle diffractée a 90° est représentative de son
contenu cytoplasmique (SSC : side scatter). Les signaux détectés par le systéeme
optique sont amplifiés, convertis en signaux électroniques puis en valeurs numériques.
Elles sont analysées grace a l'unité informatique du cytofluorimeétre.

Aprés sélection des cellules dans la fenétre d’acquisition G1 en fonction de leur taille
(FSC) et de leur granulosité (SSC) afin d’éliminer les cellules mortes et les débris,
I'intensité de fluorescence dans chaque couleur (FL1 et FL2 ou FL4) est analysée. Elle
est proportionnelle a l'intensité d’expression des antigenes a la surface des cellules.
Pour un double marquage, on regarde, par exemple, les cellules qui expriment
fortement les marqueurs analysés en FL1 et FL2, regroupées dans la région R1 (voir

figure 19).
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Fig. 19 : Principe de I’analyse en cytométrie en flux.
Une fenétre « G1 » est réalisée sur la taille (FSC) et la granulosité (SSC) afin d’éliminer
les débris et les cellules mortes. Pour un double marquage, les cellules sélectionnées

dans G1 expriment les deux marqueurs analysés en FL1 et FL2 dans la région R1.

L’affichage simultané des paramétres, FSC, SSC traités par le logiciel, visualise chaque
cellule sur écran sous forme de point. C'est le cytogramme, nuage de signaux
punctiformes qui apparait. D’autres paires de signaux comme FSC et Fluorescence
peuvent étre considérées, de nouveaux points apparaissent représentant chacun une
cellule en fonction de sa taille et de la fluorescence qui lui est associée. La relation entre
la population de la zone d’intérét et la fluorescence nécessite une autre présentation
des données. Elles sont représentées par des histogrammes de distribution de
fréquence : I'axe horizontal correspond a I'étendue des canaux, I'axe vertical au nombre
de cellules par canal. L’intensité de fluorescence au-dela de laquelle les cellules sont
considérées comme positives pour un anticorps donné, est fixée par rapport a des

témoins.
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Cette méthodologie a été appliquée aux analyses suivantes :

La pureté des cellules B CD19+ isolées (5x10* cellules par marquage) est
déterminée par analyse en cytométrie en flux en utilisant des anticorps monoclonaux
spécifiques des cellules T et B (CD2, CD3 et CD20) (BD Biosciences). Quant aux
cellules triées naives (CD277slgG™) et mémoires (CD27'slgG"), elles sont re-
analysées pour le contrdle de leur pureté.

L’expression du récepteur de I'lL-27 sur les cellules BL2 clone 20 a été déterminée
par cytométrie en flux, aprés marquage des cellules avec I'anticorps monoclonal
anti-TCCR humain (clone 191115, R&D systems Europe, Abingdon, United
Kingdom) ou l'anticorps monoclonal anti-gp130 (clone AN-G30: (Leliévre et al.,
2001)), tous deux a une concentration de 20ug/ml. En parallele, des contrbles
isotypiques sont utilisés : IgG2b ou IgG1 (BD Biosciences), suivis d’'une incubation
des cellules avec I'lgG de chevre anti-Fy)2 de souris conjugué au PE (Caltag,
Burlingame, CA, USA).

L’expression du récepteur de I'lL-27, par les cellules B naives et mémoires dans la
population de splénocytes totaux, est déterminée par triple marquage en cytométrie
en flux sur une population sélectionnée par leur taille et granulométrie dans une
fenétre. La procédure de marquage est identique a celle utilisée pour les cellules
BL2 incluant une incubation des cellules avec I'lgG1 de souris (25 mg/ml:
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) pour éviter toute liaison non spécifique des
anticorps monoclonaux avec I'anticorps 1gG de chévre anti-souris conjugué au PE.
Finalement, un anticorps monoclonal anti-CD3 APC et un anticorps monoclonal anti-

CD27-FITC (tous deux BD Biosciences) sont additionnés simultanément dans le but
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d’éliminer les cellules CD3+ et d’identifier les populations de cellules B naives et
mémoires.

- L’expression des molécules de surface cellulaire, indiquant le switch isotypique et la
différenciation des cellules B, est analysée par cytométrie en flux par triple marquage
en utilisant des préparations de cellules non séparées et des combinaisons
d’anticorps monoclonaux anti-CD3 APC et un anti-CD38 FITC avec les anticorps
monoclonaux PE suivants : anti-IgGs PE, anti-IgDs PE, anti-CD20 PE et anti-CD27

PE (tous BD Biosciences).

Il -1 -5 - Mesure de la prolifération :

La prolifération cellulaire est évaluée par mesure de la synthése d’ADN. Les cellules
sont incubées en présence d’un précurseur marqué de I'ADN (*H-thymidine). Son
incorporation est quantifie¢e en mesurant la quantité totale dADN marqué qui est

directement proportionnelle au nombre de cellules en division dans la culture.

En bref, les réponses prolifératives des cellules B sont déterminées comme suit :

- Incorporation de la thymidine : Aprés 4 jours de culture des cellules B stimulées,
37 kBqg de thymidine tritiee ([3H]TdR, Amersham-France, Les Ulis, France) est
additionné dans un volume de 10 ul de milieu de culture.

- Mesure de la radioactivité : Aprés incubation de 18h, les cellules ont été lavées
puis lysées et le lysat absorbé sur un filtre de fibre de verre par un collecteur de cellules
automatique (Tomtec, Orange, CT, USA). La radioactivité incorporée par I’ADN cellulaire
est mesurée a l'aide d’'un compteur a scintillation microbeta Trilux (Wallac, Turku,
Finland). Les mesures ont été faites en ftriplicats et les résultats exprimés par la

moyenne des triplicats * la déviation standard.
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Il -1 -6 — Dosage des Immunoglobulines :

La sécrétion des IgE ainsi que des différentes sous-classes d’'IgG (IgG1, 1gG2, IgG3 et
IgG4) dans les surnageants de culture est déterminée par test ELISA indirect spécifique
des isotypes (Péne et al., 2004). Le principe de 'ELISA est le suivant: la molécule
recherchée (ici les Ig humaines) se lie a un anticorps spécifique (Acm anti-lg) qui
tapisse les puits d’'une plaque de dosage ; Les molécules éventuellement liées résistent
au ringage puis sont la cible d’'un deuxiéme anticorps spécifique couplé a une enzyme
qui en réagissant avec un substrat incolore produit un composé coloré dont la quantité
est proportionnelle a celle de la molécule recherchée.

En bref, des plaques a 96 puits a fonds plats (Nunc) sont coatées a 4°C pendant 18h
avec 100ul/puits d’anticorps anti-lg humaines spécifiques dilués dans un tampon
carbonate/bicarbonate de sodium 0,05M, pH 9,6 aux dilutions suivantes : au 1/500 pour
les Acm murins (SKYBIO) utilisés pour la détection des 1gG1, et 1/1000 pour les Acm
anti-lgG2, 3 et 4 ; et 1/8000 pour les anticorps de lapin anti-IgE humaine (DAKO).

Apres trois lavages en PBS pH 7,2 + tween 20 0,05%, les plaques sont de nouveau
incubées pour 30 minutes a température ambiante avec 200ul de tampon PBS avec 2%
de BSA pour la saturation des sites de liaison non spécifique des protéines au plastique
(blocking).

Des dilutions appropriées, en PBS+BSA 0,5%, des surnageants de cultures sont
ajoutées pour 18 heures a 4°C, parallelement a des dilutions en série de gammes
standards générées a partir d’'un lot de sérums humains standardisés et dosés pour leur
contenus en sous-casses d’'IgG et en IgE (Dade Behring).

Aprés incubation, les plaques sont lavées trois fois et mises en présence des Ac de
détection. Cette seconde étape d’incubation de 2h a 20°C, se fait, pour les sous-classes

d’'IgG, au moyen d’'un Ac polyclonal de chévre conjugué a la phosphatase alcaline
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(SIGMA) anti-IgG totales humaines dilué au 1/4000 en PBS-BSA 0,5% pour la mesure
des IgG1 et au 1/2000 pour celle des 1gG2, IgG3 et IgG4. Les IgE sont détectées par
'ajout d’'un Acm de souris anti-IgE (Acm 127, Schering-plough) dilué au 1/10000
pendant 2h a 20°C, suivi d’'un Ac de lapin anti-souris conjugué a la phosphatase alcaline
(DAKO) dilué au 1/2000.

La révélation est alors réalisé selon une réaction colorimétrique par une incubation des
plaques avec 100pl/puits d’'un substrat chromogéne (4-nitro-phényl phosphate, SIGMA-
104) a 1mg/ml en tampon diethanolamine 0,1M, pH 9,8. Aprés au moins 30 minutes
d’incubation a 37°C, la densité optique est mesurée par spectrophotométrie a 405 et a
490 nm dans un lecteur de plaques (Microplate Reader, Dynatech). Le résultat final a
été exprimé en ng/ml par extrapolation relativement a la gamme d’étalonnage réalisée

en paralléle avec du sérum humain standard (Behring).

Il -1 -7 - Analyse de I'activité du promoteur du géne Cg (IgE):

Les cellules BL-2 clone 20 contiennent non seulement tous les éléments de régulation
du promoteur du germline Ce de I'lgE, mais de plus, il s’agit d’une lignée qui a été
transfectée avec un géne rapporteur (celui de la luciférase) lié au promoteur du germline
epsilon. L’activation de ce dernier va induire la transcription du géne codant pour la
protéine luciférase (voir figure 20). Le taux d'expression de la protéine luciférase est

quantifié par une mesure de I'activité lumineuse grace a un luminometre.
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Ces cellules BL2-clone 20 sont mises en culture & raison de 10° cellules/ml dans des
plaques de culture a 96 puits a fond plat (Nunc) et incubées avec 1 mg/ml d’anticorps
anti-CD40 conjugués avec I'lgG de chevre anti-souris (1 mg/ml, Calbiochem,
Burlingame, CA, USA) et avec 20ng/ml d’'IL-4 recombinante, en présence et en absence
de l'lL-27 recombinante. L'IFNy recombinant (R&D systems) est additionné a une
concentration de 50 a 100 ng/ml.

Apres 24, 48 et 72 h d’'incubation, les cellules sont récupérées puis lysées en ajoutant
au culot cellulaire 100ul de tampon de lyse (Tris HCI pH 7,8 15 mM, KCI 60 mM, NaCl
15 mM, EDTA 2 mM, DTT 1mM, spermine 0,15mM) et en vortexant vigoureusement.
L’activité luciférase est déterminée en utilisant le systéeme de test dual luciférase
reporter (Promega France, Charbonniére, France) dans un Iluminométre Lumat
(Berthold, Bad Wildbad, Germany) dans lequel 100ul de Mix-luciférase (stock Solution
EDTA 0.125 mM, MgS0O4 4,67 mM, DTT 41,25 mM, CoA 0,34 mM, ATP 0,66 mM,
Luciférine 0,59 mM et Tris acétate pH 7,8 25 mM) sont ajoutés automatiquement a 40l
du lysat cellulaire. En dehors de l'enzyme, la luciférase, et du substrat principal, la
luciférine, I'adénosine triphosphate (ATP) représente un cofacteur nécessaire a la

réaction de bioluminescence (voir figure 21).

74



Benzothiazole = R

|
0O

Luciférage

OH + ATF —e
Mg 2*

Luciféring

Luciferase Iiee au suhstrat

<
HO/©[ ) COAMP +t —

Luciférine-adénylate -enzyme

Luu:|ferase |IEE au suhstrat

HO

F'erm{yde
cyclique

Décarhoxylation
\j>—< j 0 + AMP ———

Luciférase Iiée au suhstrat

‘H]
/©[ ) C-O-ANP + PP

Fyrao
phosphate

HO

Luciférine-adénylate -enzyme

Luu:iferase Iiee au suhstrat

-0
B
LIS e
HO
O

Peroxyluciférine -adénylate-enzyme

Luciférase lige Luciférase
|au sluhstrat libre
|
I S 0"
/@[ Y& & +co
HO 5 N

Etat excité

Wa}{atiun
Etat désexcité photan ™ h \}

*
&

Fig. 21 : Réactions chimiques responsables de la luminescence

75



Il -1 - 8 — Détection des transcrits germinaux y1 par RT-PCR :

Extraction et isolement des ARN totaux : Les cellules B CD19+ (environ 5x10°
cellules/condition) sont récupérées aprés 3 et 6 jours de culture (avec ou sans I'lL-
27 ou [lIL-21). Elles sont lysées avec 1ml dune solution contenant de
l'isothiocyanate de guanidium et du phénol (Trizol, GIBCO-BRL). L’ARN total est
purifié par des extractions au phénol, puis au chloroforme, pour étre enfin précipité
par I'éthanol. L’ARN purifiée est quantifiée au spectrophotométre a 260 nm, sa
qualité et sa pureté sont estimées a partir du rapport des absorptions 260/280nm,
ainsi que par sa visualisation sur gel d’agarose. L’ADN est ensuite digéré par de la
DNAse RNAse free, a 37° pendant 1 heure, afin d’éliminer toute trace d’ADN
génomique.

Transcription inverse et amplification génique : La reverse transcription de 'ARN,
synthése de I'ADNc, est réalisée en ajoutant a 5ug d’ARN, de l'oligo dT, en
dénaturant brievement a 65° pendant 10 minutes, puis en ajoutant de la
transcriptase inverse MLV (Moloney murine leukemia virus), des dNTP et de
l'inhibiteur de RNAse dans un volume de 25 ul. La réaction s’effectue a 42° pendant

1 heure, suivie d’'une dénaturation a 65° pendant 10 minutes.

L’ADNc (équivalent a 1ug d’ARN) est amplifié en présence de Taq Polymérase,

d’amorces spécifiques sens et antisens et de dNTP, dans 20ul de réaction. Les

séquences nucléotidiques des amorces pour amplifier les transcrits germinaux Cy1 sont

les suivantes :

5’ly1 : 5GGGCTTCCAAGCCAACAGGGCAGGACA

3'Cy1: 5GTTTTGTCACAAGATTTGGGCTC
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La PCR (Polymerase Chain Reaction) correspond a I'amplification d’'une séquence
nucléotidique spécifique d’un géne d’intérét. En présence d’'une ADN polymerase (Taq
Polymerase), d’'un couple d’amorces (« primer ») sens et antisens de la séquence du
gene étudié, de dNTP, la séquence étudiée est amplifiée a la suite de nombreux cycles
d’hybridation, d’élongation et de dénaturation.

Chaque réaction de PCR est dénaturée a 95° pendant 5’ et soumise a une amplification
en utilisant un thermocycleur (Perkin EImer 9700) pendant 35 cycles de 30’ a 94°, 30’ a
60° puis 30’ a 72° pour le germliney1 et 25 cycles pour la Bactine. Les produits de PCR
sont visualisés par electrophorése de gel d’agarose coloré au BET (bromure d’éthidium)
pour déterminer la taille du fragment amplifié par rapport a un marqueur de poids

moléculaire.
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Il -2 - ETUDE CLINICOBIOLOGIQUE DE L’ASTHME ALLERGIQUE A ANNABA :

Cette étude a porté essentiellement sur les explorations biologiques réalisées suite a un
prélevement sanguin, effectué chez des enfants atteints d’asthme allergique. Ces
explorations concernent principalement les dosages de I'lgE et ont été effectué dans les

laboratoires suivants :

- Les prélevements ainsi que les dosages des IgE totales (IgEt), des IgE
spécifiques (IgEs) a un mélange de 10 pneumallergénes et la détermination de
I'éosinophilie ont été réalisés au niveau des laboratoires d’analyses biochimiques
médicales (CHEKAT et BENSALAH, Annaba, Algérie). Ces prélévements sont

suivis tres rapidement d’'une centrifugation 10 min a 1200 rpm.

- Quant aux dosages des IgEs (D1, 16, mélanges et composants de FP5 et FP15)
ainsi que le dosage de I'ECP, ils ont été réalisés au niveau du laboratoire
d'immunologie (Faculté de médecine et de pharmacie, CHU Clermont-Ferrand,

France).
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Il -2 -1 - Patients :

Cette étude concerne soixante-quinze patients Algériens asthmatiques agés entre 4 a
18 ans (moyenne de 9 ans) et répartis a raison de 47 de sexe masculin et 28 de sexe
féminin (sex-ratio 1,64 en faveur des gargons). Ces enfants ont été inclus par des
meédecins spécialistes (ORL, pédiatres et pneumologues) dans plusieurs centres
hospitaliers et cabinets privés de la ville d’Annaba.

Ces enfants habitent tous la banlieue ou le centre ville d’Annaba (Nord-Est du pays). La
topographie est dominée par des collines et des montagnes ce qui entraine une faible
dispersion des polluants et des allergénes aéroportés.

Lors de la consultation, un interrogatoire a été réalisé par le médecin traitant, permettant
de remplir une fiche de renseignements préétablie (voir ci-dessous).

Les informations recueillies a partir du questionnaire concernent :

c) le tableau clinique,

d) les manifestations atopiques familiales

e) les manifestations atopiques personnelles associées a [I'hyperréactivité

bronchique,

Le questionnaire englobe également d’autres informations sur I'environnement intérieur,
a savoir :

a) animaux domestiques

b) foyer humide,

c) tabagisme passif
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Il -2 -2 - Dosage des IgE sériques totales :

Nous avons réalisé ce dosage a l'aide du systéme d’immunoanalyse Access de
Beckman Coulter 1. Ce test Access total IgE est un test immunoenzymatique
séquentiel en deux étapes (type « sandwich ») (Addison), mais utilise un anticorps
marque par une enzyme a la place du traceur radiomarque.

Un échantillon est déposé dans un réacteur avec des particules paramagnétiques
sensibilisées avec des complexes anticorps (chévre) anti-souris — anticorps souris anti-
IgE. Les IgE contenues dans I'’échantillon se lient aux anticorps souris anti-IgE sur les
particules.

Aprés incubation dans une cuvette réactionnelle, la séparation dans un champ
magnétique et le lavage éliminent les produits non liés a la phase solide. Un anticorps
(cheval) anti-IgE conjugué a de la phosphatase alcaline est alors ajouté et il se lie aux
IgE précédemment fixées sur les particules.

Aprés une seconde étape de séparation et de lavage, un substrat chimioluminescent
(Lumi-Phos 530) est incorporé et la lumiére générée par la réaction est mesurée a l'aide
d’'un luminomeétre. La production de lumiére est directement proportionnelle a la
concentration d’IgE présente dans I'échantillon. La quantité d’analyse présente dans
I'échantillon est déterminée a I'aide d’'une courbe de calibration multi-points mise en
mémoire.

Les résultats des tests des patients sont déterminés automatiquement par le logiciel du
systéme qui utilise un modéle mathématique courbe logistique pondéré a quatre
parameétres. La quantité d’analyte présente dans I'échantillon est déterminée d’apres la

production de lumiére mesurée au moyen des données de calibration en mémoire.
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Les quantités détectées sont de I'ordre du nano gramme et les résultats sont rendus en
Ul/ml (1 Ul/ml correspond a 2,4 ng d’IgE). Les valeurs normales sont résumées comme
suit :

- 0,01-60 Ul/mlde 1 & 5 ans;

-0,01-90 Ul/mlde 6 a9 ans ;

- 0,01-200 Ul/ml de 10 a 15 ans ;

- 0,01-100 Ul/ml pour plus de 15 ans

Il - 2 - 3 — Dosage des IgE sériques spécifiques :
A - Mélange de pneumallergénes : Il s’agit d'un mélange d’allergénes les plus
fréquemment rencontrés dans l'allergie :

- Bouleau (T3),

- Olivier (T9),

- Dactyle (G3),

- Pariétaire (W21),

- Armoise (W6),

- Chat (E1),

- Chien (E2),

- Dermatophagoides pteronyssinus (D1),

- Alternaria (M6)

- Blatte (16).

Ce dosage Vidas Stallertest est un test qualitatif automatisé sur le systéeme VIDAS
(Sohn et al., 2005),qui détecte la présence des IgE humaines spécifiques d’un mélange

défini d’allergénes, dans le sérum.
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Le principe du dosage associe la méthode immunoenzymatique a une détection finale
en fluorescence. Le cdne a usage unique sert a la fois de phase solide et de systeme de
pipetage. Les autres réactifs de la réaction immunologique sont préts a I'emploi et pré-
répartis dans la cartouche.

Toutes les étapes du test sont réalisées automatiquement par linstrument. En bref,
I'échantillon est prélevé puis, aprés dilution, maintenu en contact avec le céne sur lequel
10 allergénes spécifiques ont été fixés. Le cone se déplace ensuite dans le puits
contenant l'anti-lgE humaine marquée a la phosphatase alcaline (conjugué). Ces
opérations permettent aux IgE spécifiques de se lier d’'une part aux allergénes fixés a
I'intérieur du cone et d’autre part, au conjugué anti-IgE, formant ainsi un sandwich
indirect.

Des étapes de lavage constituées d’une succession de cycles d’aspiration/refoulement
du milieu réactionnel éliminent les composés non fixés et non spécifiques.

Lors de I'étape finale de révélation, le substrat (4-Méthyl-ombelliferyl phosphate) est
aspiré puis refoulé dans le céne ; 'enzyme du conjugué catalyse la réaction d’hydrolyse
de ce substrat en un produit (4-Méthyl-ombelliferone) dont la fluorescence émise est
mesurée a 450 nm. La valeur du signal de fluorescence est proportionnellement a la
concentration des IgE présentes dans I'’échantillon.

A la fin du dosage, « une valeur du test» (VT) est calculée automatiquement par
I'instrument par rapport au standard S1 mémorisé, puis imprimé.

Dés le test terminé, les résultats sont analysés automatiquement par le systéme
informatique. L’instrument effectue deux mesures de fluorescence dans la cuvette de
lecture pour chacun des tests. La premiére lecture prend en compte le bruit de fond da a
la cuvette substrat avant mise en contact du substrat avec le cdne. La seconde lecture

est effectuée aprés incubation du substrat avec I'enzyme présente dans le cone.
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Le calcul de la RFV (Relative Fluorescence Value) est le résultat de la différence des
deux mesures. Il apparait sur la feuille de résultats. La valeur du test ainsi que
I'interprétation figurent sur la feuille de résultats. L'interprétation en fonction de la valeur

du test est la suivante :

Valeur du test | Interprétation
<0,50 Négatif

= 0,50 a <0,70 | Equivoque
>0,70 Positif

B - Pneumallergénes individualisés : Nous avons également déterminé les IgEs
sériques dirigées contre deux pneumallergénes individualisés :

- D1 : Dermatophagoides pteronyssinus ;

- 16 : Blattela germanica
Ces dosages utilisent un coffret universel IgEs (Immulite 2000, DPC). Celui-ci integre
les composants et les caractéristiques d’'un dosage méthode Ligand/anti-Ligand

(Streptavidine/biotine) (Guilloux & Hamberber, 2004), voir figure 22.

Devitme cvele

Premier cycle d*incubation 30 .
E 4 incubation 30

[ Allergine
Rille -5 i
- i
|
!
Bille cosnde & 1a Allergene margué i IgE du patient | At anni-1ZE margids
streplovidine In hiotine ) [ la phosphatase alealine
|

Fig. 22 : Principe du dosage des IgE spécifiques par Immulite 2000 (DPC)
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L’anticorps a doser et I'allergéne ne sont pas fixés sur une bille, mais ils se trouvent en
solution dans un tube code barré, placé a I'intérieur d’'une cartouche allergénes sur le
carrousel des réactifs. En bref, pour effectuer les dosages des patients, charger les
éléments suivants dans I'appareil :

- Les échantillons des patients a doser : sur le carrousel échantillon

- Les tubes allergénes spécifiques code barrés : dans une cartouche
allergéne dans le carrousel des réactifs (ces tubes contiennent les
allergénes marqués a la biotine).

Dans notre cas nous avons utilisé les allergénes suivants :

- La cartouche de billes universelles IgE spécifiques: dans le
carrousel des billes (elle contient 200 billes coatées a la
streptavidine ; chaque kit contient trois cartouches).

- La cartouche de réactifs universel IgE spécifiques: dans le
carrousel des réactifs (elle contient 600 tests d’anticorps anti-IgE

marqués a la phosphatase alcaline)

Le test est réalisé en deux cycles (60 minutes) :

Au début du premier cycle, le sérum du patient qui contient les IgE spécifiques et
I'allergéne marqué a la biotine sont distribués simultanément dans un godet réactionnel
contenant une bille coatée a la streptavidine et incubés 30 minutes a 37°C sous
agitation constante, voir figure 23.

Pendant cette incubation, la biotine de I'allergéne va se lier a la streptavidine de la bille
et les IgE spécifiques du patient a l'allergéne. Au terme de cette incubation de 30
minutes, la bille est lavée pour éliminer toutes les IgE non liées. Les IgE liées sont donc

celles qui sont spécifiques a 'allergéne.
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Fig. 23 : Etapes du dosage des IgE spécifiques (Immulite 2000)



Au début du deuxieéme cycle, I'anticorps anti-IgE marqué a la phosphatase alcaline (qui
se trouve dans la cartouche réactifs) est distribué sur la bille lavée, et le godet
réactionnel repart pour une incubation de 30 minutes a 37°C sous agitation constante.
Pendant ce temps, les anticorps anti-IgE se lient au complexe : IgE spécifiques du
patient-allergéne biotinylé-bille coatée a la streptavidine.

A la fin de cette seconde incubation, la bille est lavée pour éliminer les anticorps anti-IgE
non liés. Puis distribution du substrat, incubation de 5 minutes a 37°C sous agitation
constante.

La réaction de chimiluminescence est lue par le photomultiplicateur, et lintensité
lumineuse est donc proportionnelle a la concentration d’anticorps spécifiques dans le

sérum du patient.

C - Mélanges de trophallergénes et trophallergénes individualisés : Nous avons
déterminé par la méme méthode précédente (Immulite 2000, DPC) les IgEs sériques
dirigées contre deux meélanges alimentaires et en cas de positivité des IgEs des
mélanges, le dosage des IgEs individuelles dirigées contre les composants du mélange
a été réalisé a posteriori.
- FP5 permettant de détecter les allergies alimentaires fréquentes du
petit enfant vis a vis de F13 : arachide, F4 : blé, F2 : lait de vache,
F3 : Morue, F1 : blanc d’ceuf, F14 : soja;
- FP15, est un mélange de fruits composé de FP33: orange, F49 :

pomme, F92 : banane, et F95 : péche.
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Les résultats de I'ensemble des dosages effectués par immulite 2000 sont générés a
partir d’'une courbe « point par point » mémorisée et d’'un ajustement correct et exprimés

en KU/L ou en mUI/mL.

Le niveau de I'allergie est exprimé de deux fagons :
- en concentration de I'lgE en kKU/L ;
- en Classe (chaque classe correspond a un intervalle de
concentration), comme suit :

Classe 0:<0,35
Classe 1:0,35-0,7
Classe 2:0,7-3,5
Classe 3:3,5-17,5
Classe 4 :17,5-52,5
Classe 5:52,5- 100

Classe 6 : > 100

Il - 2 -4 - Dosage de la protéine cationique de I’éosinophile :
Cette protéine, dont la demi-vie est trés courte (de I'ordre de 65 min), est dosée par

chimioluminescence, comme décrit précédemment dans I'Immulite 2000 (DPC)

(Advenier et al., 2002). La valeur normale est de 20ng/ml.
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Il -2 - 5 - Détermination de I’éosinophilie :

Un prélévement sanguin recueilli sur EDTA est nécessaire pour la détermination de la
formule leucocytaire. Aprés réalisation du frottis par étalement d’'une goutte de sang, sa
fixation au méthanol pendant 2 a 3 minutes, et sa coloration par le colorant de May-
Grinwald-Giemsa, le pourcentage des éosinophiles est établi en dénombrant au
microscope (grossissement 400) au moins 200 cellules, toutes catégories leucocytaires
confondues. L’éosinophilie est exprimée en valeur absolue (Nombre d’éléments/ul),
aprés avoir effectué une numération globulaire avec un coulter. On considére que le

nombre de 500 éléments/ul est la valeur seuil (Dutau, 2004).

Il - 2 — 6 — Etude statistique :

Le coefficient de corrélation de Pearson ainsi que le test t de Student sont déterminés
par le logiciel d’analyse statistique Minitab 13. Les différences entre les variables
qualitatives ont été analysées par le test khi 2 et le test exact de Fisher par le logiciel

SAS version 8.02. Une valeur de p<0,05 est statistiquement significative.
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Chapitre lll - RESULTATS ET DISCUSSION




Il -1 - EFFETS DE L’IL-27 SUR LA

PRODUCTION ET L’EXPRESSION DES

IMMUNOGLOBULINES
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lll -1 -1 - Expression du récepteur de I’'lL-27 :

Il a été rapporté dans la littérature que les cellules B naives et mémoires d’amygdales
expriment le récepteur de I'lL-27, sans pour autant que ces cellules ne montrent une
réponse proliférative accrue suite a leur stimulation par un Acm anti-CD40 en présence
d’'IL-27 (Larousserie et al., 2006); nous avons, alors, recherché l'effet de cette
interleukine sur les cellules B naives du sang de cordon.

Pour cela, nous avons analysé, par immunofluorescence et cytométrie en flux,
I'expression de son récepteur et plus précisément de ses deux sous unités : le TCCR et
le gp130. L'expression de ces deux sous unités par les cellules B naives purifiées du
sang de cordon a été analysée par immunofluorescence et cytométrie en flux a deux
couleurs associant un marquage des cellules avec un Acm anti-CD27FITC avec un
marquage indirect metant en jeu des anticorps monoclonaux anti TCCR ou anti-gp130
humain et des IgG de chevre (fragments Fa)2) anti-lgG de souris conjuguée a la PE.
Quant a l'étude de I'expression de I'lL-27R par les cellules B spléniques naives et
mémoires non séparées, les Lc T exprimant aussi les deux sous-unités de I'lL-27R,
nous avons utilisé en plus un Acm anti-CD3-APC afin d’exclure ces derniers des
analyses, comme expliqué en détail dans matériels et méthodes.

Le résultat est montré dans la figure 24 ou on trouve que :

- Les cellules B naives CD27- du sang de cordon expriment a leur surface
les deux chaines du récepteur, mais a des taux trés bas.

- Par comparaison, les cellules B spléniques naives et mémoires expriment
aussi les deux chaines du récepteur mais a des niveaux plus élevés que
dans les cellules B naives du sang de cordon.

- Cependant, les cellules B spléniques naives CD27- expriment moins le

TCCR et la gp 130 que les cellules B spléniques mémoires CD27+.
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Fig. 24 : Analyse par cytométrie en flux de I’expression des sous unités (TCCR et
gp130) du récepteur de I'lL-27 sur les cellules B naives (CD19+CD27-) du sang de

cordon (A) et les cellules B naives (CD27-) et mémoires (CD27+) de la rate (B).
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Nous montrons aussi que les niveaux d’expression des sous unités TCCR et gp130 par
les cellules B purifiées du sang de cordon ne semblent pas étre sensiblement affectés
par la stimulation de ces cellules par l'intermédiaire du CD40 et cela ni au bout de 24h,
ni méme a 48h de culture (figure 25). L’activation de ces cellules ne semble donc pas
moduler I'expression du TCCR ni celle du gp130.

Toutefois, en dépit de ces trés faibles taux d’expression du récepteur de I'lL-27 sur les
cellules B naives du sang de cordon CD19+CD27-, 'addition de doses croissantes d’IL-
27 augmente la prolifération de ces cellules induite par leur stimulation avec 1pg/ml
d’anticorps monoclonal anti-CD40 (en triplicatas, pendant 4 jours) (figure 26).

Ce résultat indique que les cellules B naives du sang de cordon expriment un récepteur

fonctionnel de I'lL-27 et sont sensibles aux effets stimulateurs de cette cytokine.
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Fig. 25 : Expression des sous unités (TCCR et gp130) du récepteur de I'lL-27 par

les cellules B du sang de cordon. Ces cellules sont activées durant 24 et 48h avec

10ng/ml d’IL-27r, en présence de lignées cellulaires transfectées avec le CD-40L.
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lll - 1 - 2 — Effet de I'lL-27 sur la commutation isotypique :

La capacité de I'lL-27 a moduler la production des IgG1, 1gG2, IgG3 et IgG4 peut étre
étudiée in vitro en utilisant des cultures a court terme de cellules B naives humaines
purifiées. La mise a disposition de fragments de rates a permis d’isoler des cellules B
spléniques en quantités suffisamment importantes pour purifier la population de cellules
B naives sur la base de I'absence concomitante de I'expression membranaire de la
molécule CD27 et des IgG de surface (IgGs), ainsi que la population de cellules B
meémoires commutées qui sont positives pour I'expression simultanée de ces deux
marqueurs. Pour cela, nous avons adapté deux méthodes de tri cellulaire alliant des
billes magnétiques ciblant les cellules B CD19+ et la cytométrie en flux basée sur un
doble marquage par immunofluorescence au moyen d’Acm anti-IgG FITC et anti-CD27
PE.

Ainsi, 'analyse, aprés séparation des cellules B triées, montre que les cellules B naives
(CD27-slgG -) et mémoires (CD27+slgG+) sont équitablement représentées et que leur
puretés respectives sont = 98% et = 96% (figure 27).

Les cellules B naives CD19+CD27- ont été activées avec 1 ug/ml d’anticorps
monoclonal anti-CD40 en absence ou en présence de concentrations croissantes d’IL-
27r, et aprés 12 jours de culture, la production d’lg a été analysée par ELISA spécifique
de chaque isotype.

On trouve que dans [l'ensemble des expériences, [IIL-27r fait augmenter
significativement, en fonction de la dose, la production d’lgG1 par les cellules B
CD19+CD27-.

Cet effet d’augmentation est spécifique a I'lgG1, car I'lL-27 n’a pas d’effet clair et

reproductible sur la production des 1gG2, 1IgG3 et IgG4 (figure 28).
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et IgG4 par les cellules B spléniques naives (CD19+CD27-).
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différents + la variation standard.
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Cependant, a la différence de I'lL-21r, qui est un facteur de commutation efficace pour
induire la production d’lgG1 et d’lgG3 humaines, I'lL-27 augmente modestement et
uniqguement la production d’lgG1 et uniquement celle-ci (figure 28) avec une
augmentation moyenne et maximale de 4 et 12 fois respectivement (résultat non
montré).

Ainsi, contrairement a l'effet de I'lL-21, celui de I'lL-27 sur les cellules B spléniques
naives (CD277slgG"), purifiées a partir des cellules B CD19+ et activées avec 1ug/mli
d’anticorps monoclonal anti-CD40, est restreint a la seule sous classe des IgG1 (figure
29).

Afin de rechercher si I'lL-27 agit comme un facteur de commutation isotypique pour
I'induction de la production des IgG1 par les cellules B naives, ces expériences ont été
répétées en utilisant des cellules B naives du sang de cordon (qui sont 100%
CD19+CD27 -) et une seule dose optimale d’IL-27. L’IL-27 induit (quoique a des
niveaux trés bas) la production d'lgG1 par les cellules B du sang de cordon
(CD19°CD27") activées avec 1ug/ml d’anticorps monoclonal anti-CD40, tandis qu’elle
n’affecte pas la production des autres sous classes d’lgG (figure 30).

Un résultat similaire est obtenu avec des cellules B spléniques stimulées par des
cellules L transfectées avec le CD40L (résultat non montré). En revanche, I'lL-27r n’'a
aucun effet sur la production d’'IgG1 par les cellules B mémoires CD19+CD27+
stimulées soit avec I'anticorps monoclonal anti-CD40 soit avec les cellules L exprimant

le CD40L (résultat non montré).
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Fig. 29 : Production des IgG par les cellules B spléniques naives CD19+CD27-
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Les valeurs représentent la moyenne de deux expériences utilisant deux échantillons de
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Enfin, on a testé, par RT-PCR, la présence des transcrits germinaux a 3 et 6 jours de
culture des cellules B spléniques CD19+, avec ou sans addition d’IL-21 ou d’IL-27. Cette
derniére induit la transcription du géne Cy1 au bout de 6 jours de culture, tandis que I'lL-
21 semble plus rapide dans son induction des transcrits Cy1 au bout de 3 jours
seulement, voir figure 31.

Pris dans leur ensemble, ces résultats indiquent que I'lL-27 agit comme un facteur de
commutation isotypique induisant spécifiquement la production d’lgG1 par les cellules B

naives humaines CD19+CD27- stimulées avec I'anticorps monoclonal anti-CDA40.
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cellules B CD19+
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Il — 1 — 3 — Effet de I'lL-27 sur la différenciation des cellules B en

plasmocytes :

Dans le but de déterminer la capacité de I'lL-27r a induire la commutation isotypique et
la différenciation conséquente des cellules B en plasmocytes, des populations purifiées
de splénocytes ont été cultivées pendant des périodes variables (de 3, 5 et 7 jours) en
présence de 1 ug/ml d'anticorps monoclonal anti-CD40 et de 10 ng/ml d’IL-27r.

Les cellules T sont donc exclues électroniquement de la population cellulaire CD3-.

A chaque période d’incubation, les cellules B naives (CD19+CD27-slgD+) ou mémoires
(CD19+CD27+slgD+ et CD19+CD27+slgD -) ont été collectées et analysées pour les
variations d'expression de I'lgDs et du CD38, indiquant la commutation isotypique et la
différenciation en plasmocytes, respectivement.

Les cellules B CD38high, qui sont IgDs-, IgGs+/int, CD20low ou bien CD27+,
représentent les cellules B mémoires ayant commutées produisant I'lgG et qui sont
présentes a une basse fréquence (<2%) dans les splénocytes fraichement isolés.

Cette derniére population n'a pas sensiblement augmenté lorsque les cellules B
spléniques ont été activées avec CD40L en I'absence des cytokines exogénes (figures
32A et 32B).

L'addition de I'lL-27r aux cellules B spléniques, activées via le CD40L, a eu comme
conséquence une faible mais significative augmentation du pourcentage de cellules B
exemptes d’lgDs et exprimant des niveaux élevés de CD38.

Ceci reflete une « down-régulation » de I'expression de I'lgDs sur les cellules B naives
initialement IgDs+, a travers un meécanisme de commutation isotypique et leur

différentiation conséquente en plasmocytes CD38high (figure 32A).
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En parallele, on a observé l'apparition d'une population de cellules B
CD38highslgG+/int. Cette population apparait au 5°™ jour (1.5%), mais pas au 3°™ jour
(<0,5%) de la culture.

Cet effet de I'lL-27r augmente tout au long de la culture, si bien qu'on observe des
pourcentages trés élevés de cette population cellulaire au 7°™ jour de la culture
(moyenne de I'augmentation 5.0%) (fig. 33).

Aussi, la population de cellules B CD38high induite par I'lL-27r s'est avérée exprimer
des niveaux de plus en plus bas de CD20, et de plus en plus élevés de CD27 (figures
32B et 33) et ce en fonction du temps de culture.

Cependant, les effets de I'lL-27r sont modestes, aussi bien par sa magnitude que par
son délai de réponse dans le temps, par rapport a I'lL-21 et a I'lL-10.

Ces derniers facteurs induisent la formation de 10 a 20% de cellules B switchées IgDs
3éme

et 'apparition de cellules B différenciées en plasmocytes détectées des le jour de la

culture (figure 33).
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lll - 1 — 4 — Effet de I'lL-27 sur la production d’IgE :

Enfin, nous avons examiné la capacité de I'lL-27r a moduler la production d’IgE induite
par I'lL-4 dans les cellules B naives CD19°CD27 spléniques et du sang de cordon
activées avec 1ug/ml d’anticorps monoclonal anti-CD40 et en absence ou en présence
de 50ng/ml d’IL-4r ainsi que des quantités variables d’IL-27r, et ce durant 12 jours de
culture. Les taux d’IgE sont déterminés par ELISA et exprimés en ng/ml.

On observe que I'lL-27 seul n'a pas induit directement la synthése d'IgE (figure 34).
Cependant, il a fortement augmenté, d'une fagon dépendante de la dose, la production
d’IgE induite par I'lL-4 et ce dans les cellules B naives CD19+CD27-slgD+slgG- adultes
(figure 34A) et les cellules B naives du sang de cordon (figure 34B).

En outre, en présence d’IL-4r, I'lL-27r n'a eu aucun effet sur la production des sous-
classes d'IgG (résultats non montrés).

Dans le but de déterminer si l'effet de I'lL-27r (a 50 et 100 ng/ml) sur la production d’IgE
(induite par 'lL-4r), est d0 a son action directe sur I'activité du promoteur du switch Cg,
son effet a été testé dans la lignée BL-2 clone 20 des cellules du lymphome de Burkitt
dotées d’un systéme de géne rapporteur lié au promoteur du germline Ce.

Ces cellules BL-2, stimulées avec 20 ng/ml d’'IL-4r en présence de cellules L (exprimant
le CD40L), ont exprimé a leur surface les deux sous unités TCCR et gp-130 (figure 35),

indiquant leur réponse potentielle a I'lL-27r.
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Fig. 34 : Effet de I'lL-27 sur la production d’IgE par les cellules B humaines naives
(CD19+CD27-) spléniques (A) et du sang de cordon (B).
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Fig. 35 : Expression du récepteur de I'lL-27 sur les cellules BL2 clone 20
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Ainsi, on observe que la stimulation des cellules BL-2 durant 24, 48 et 72 h de culture,
avec 1 ug/ml d’anticorps monoclonal anti-CD40 crosslinké avec 1ug/ml d’lgG de chévre
anti-souris et I'lL-4r, induit une forte augmentation de I'expression du géne rapporteur
Ce.

Cette augmentation dépendante du temps (figure 36A) est partiellement inhibée par
I'addition de 50 et 100 ng/ml d'IFNy, utilisé comme contrdle positif (figure 36B).
L'addition de quantités croissantes d'IL-27 n'a pas modifié I'expression de l'activité du
gene rapporteur et de plus, n'a pas renversé l'effet inhibiteur de I'lFNy sur I'activation du

promoteur du géne Ce médié par I'lL-4.

112



1200 m24h

o48h
@ 1000 = { O72h
= T
=
= 800 -
5 il Bl
@ B00 -
: R
T 400 -
Nl
L LA i
0 =~+IL-4 (20 ngiml) — —— + IL-4 (20 ngiml) —
50 50 100 100
IFM- (ngiml)
0 0 50 100 0 50 0 100
IL-27 {nafmi) IL-27 {nafmi)

Culture conditions
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échantillons différents de rate.
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Discussion :

La différenciation des cellules B naives (exprimant les IgM membranaires) en
plasmocytes producteurs d’lgG, d’IgE ou d’IgA, est un processus fortement
régulé et implique d’'une part, l'interaction entre le CD40 exprimé par les cellules
B et son ligand le CD154 exprimé par les cellules T ; et d’autre part, I'action des
cytokines qui déterminent la spécificité isotypique des cellules commutées

(Banchereau et al., 1994; Honjo et al., 2002).

Il a été montré dans la littérature que les deux sous unités du récepteur de I'lL-
27 : le TCCR et le gp130 sont constitutivement exprimées sur la surface des
cellules B d’amygdales humaines naives et mémoires (Gagro et al., 2006;
Larousserie et al., 2006) et que leur expression est augmentée aprés stimulation

du CD40 (Larousserie et al., 2006).

D’autre part, une autre étude, a rapporté que I'expression de TARNm du TCCR
par les cellules B d’'amygdales naives et mémoires n'a pas été modulée aprés
stimulation du récepteur des cellules B, en la présence ou l'absence du CD40L

ou d'IFN-y (Gagro et al., 2006).

Compte tenu de ces premiers résultats connus, nous avons tenté d’apporter plus

d’éléments de réponse a ces travaux de recherche en prouvant que les deux

chaines du récepteur de I'lL-27 sont exprimées sur les cellules B naives du sang
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de cordon, quoiqu'a des niveaux beaucoup plus bas que ceux des cellules B
spléniques naives et mémoires.

De plus, la stimulation des cellules B naives du sang de cordon avec le CD40 n'a
pas eu comme conséquence une « up-régulation » de I'expression du TCCR et

du gp130.

On observe aussi que I'lL-27 induit des réponses prolifératives et une synthése
d’IgG1 par les cellules B naives, alors qu'’il n’affecte pas les cellules B mémoires,
ceci indique que les effets médiés par I'lL-27 dépendent de I'étape de
différenciation des cellules B, mais ne sont pas corrélés avec les niveaux
d'expression du récepteur de I'lL-27, comme il a été observé précédemment

(Larousserie et al., 2006).

On sait que beaucoup de cytokines qui induisent la production d'lg par la
commutation isotypique des cellules B naives favorisent également la croissance
des cellules B commutées. Cependant, nous avons observé que I'lL-27 n'induit
pas de réponse proliférative des cellules B mémoires, ce qui exclut la possibilité

que I'lL-27 puisse agir en favorisant la croissance des cellules B mémoires.

Les cellules de la rate humaine contiennent, en plus des cellules B naives, les
cellules B du centre germinatif. Cependant, les cellules Bm2 et les cellules
Bm3/Bm4, qui forment la population de cellules B du centre germinatif, sont
clairement CD27+ (Arce et al., 2001). D'ailleurs, Il a été montré qu’aussi bien les

centroblastes (Bm3) que les centrocytes (Bm4) humains expriment le CD27, bien
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qu'a différents niveaux (Steiniger et al., 2005) et ne peuvent donc pas faire partie

des cellules B naives.

Dans notre présent travail, nous avons utilisé l'immunofluorescence et le fri
cellulaire pour purifier les cellules B spléniques naives. Ainsi, les cellules
faiblement marquées CD27+ qui représentent des centrocytes, ont été

effectivement séparées de la population naive CD27-.

D'ailleurs, I'observation que I'lL-27 induit la production d'lgG1 par les cellules B
du sang de cordon (une population composée exclusivement de cellules B naives
IgDs+) indique bien que l'action de I'lL-27 sur la sécrétion de I'lgG1 est le résultat
d'un effet de switch-promoting de cette cytokine sur les cellules B naives non

commutées.

On sait que les cellules B naives portent a leur surface I'lgM et I'lgD, tandis
qu'elles n'expriment pas les IgGs, les IgAs ou les IgEs. Aussi, il est bien admis
que l'apparition de cellules IgDs- parmi les cellules B naives IgDs+ résulte d'un
événement de switch-recombinaison et constitue par conséquent la preuve d'une

commutation vers la production des anticorps IgG, IgA ou IgE.

De méme, I'acquisition de I'expression du CD38, par les cellules B naives CD38-

activées, constitue une preuve de leur différenciation en plasmocytes sécréteurs

d'anticorps (Ettinger et al., 2005).
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Dans notre présente étude, nous prouvons que l'addition de I'lL-27 aux cellules
de rate a eu comme conséquence : d'une part une « down-régulation » de
I'expression de I'lgDs sur les cellules B naives initialement IgDs+, et d’autre part
I'’émergence concomitante d’une population de cellules B CD38 high IgGs+/int qui

ne sont pas encore différenciées en plasmocytes.

Cependant, bien que nous ne prouvons pas formellement que les cellules
différenciées CD38high IgGs+/int produisent I'lgG1, nos données soutiennent
fortement la notion que I'lL-27 peut induire la production de cet isotype par un
mécanisme impliquant l'induction de la commutation isotypique et par conséquent

la différenciation des cellules B en plasmocytes CD38high sécréteurs d'lgG1.

Il a été rapporté dans la littérature que la commutation isotypique des cellules B
naives est associée a une division cellulaire et dépend donc de leur degré de
prolifération (Tangye et al., 2002). De plus, les cellules B naives se différencient
en plasmocytes 30 heures aprés les cellules B mémoires, et ces derniéres
proliféerent a un taux plus élevé par rapport aux cellules B naives (Fecteau &

Neron, 2003; Tangye et al., 2003).

Or nous observons bien que I'lL-27 déclenche la prolifération des cellules B
naives seulement (Boumendjel et al., 2006; Larousserie et al., 2006), ceci
pourrait expliquer l'induction relativement modeste et retardée des cellules B
commutées IgDs- et les plasmocytes différenciés CD38+, sous l'effet de 'lL-27
par rapport a I'lL-21 et I'IL-10 qui sont de puissants facteurs de prolifération pour

les cellules B mémoires et naives.
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Nos résultats sont en accord avec ceux qui prouvent que I'IL-27 régule la
production de I'l|gG dans les cellules B murines. En effet, il a été montré que par
rapport aux souris de type-sauvage, celles déficientes pour le géne du WSX-1,
possédent une concentration sérique réduite en IgG2a, mais des niveaux
normaux des autres isotypes d'lg (Chen et al., 2000). Ces résultats sont
corroborés par l'observation que I'lL-27 induit la commutation de classe vers

I'lgG2a dans les cellules B murines activées in vitro (Yoshimoto et al., 2004).

Cependant, il est important de souligner le fait que, semblablement a nos
résultats, I'lL-27 exerce seulement des effets trés modestes sur la production d'lg
chez la souris. Ainsi, 'importance de l'induction in vitro de la production d'lgG2a
par les cellules B naives activées de souris est comparable a celle de I'lgG1 chez

'’homme.

D'ailleurs, la capacité de I'lL-27 a induire la production de I'lgG2a chez la souris
est nettement inférieure par rapport a celle de I'lFN-y, qui est une autre cytokine
connue pour induire la commutation des cellules B naives de souris vers la
production de cet isotype (Snapper et al., 1988). Ceci indique que I'lL-27 ne joue
pas un role important dans l'induction des réponses immunes humorales médiées

par I'lgG murine.

Cependant, les résultats obtenus avec des souris déficientes en WSX-1 ont

indiqué que I'lL-27 pourrait réguler la production des IgE dépendante de I'lL-4.
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Ainsi, des taux sériques en IgE ont été augmentés chez les souris déficientes en
WSX-1, comparativement aux animaux du type sauvage, et selon I'allergéne en
cause, en association avec une plus grande production des cytokines Th2 dans
le poumon et une augmentation des manifestations cliniques dans les voies

respiratoires (Miyazaki et al., 2005).

En outre, dans un modeéle de glomérulonéphrite membranaire, il a été montré une
prédominance d’lgG1 dans les dépbts glomérulaires chez les souris WSX-1 -/-,
accompagnée d’'une augmentation sérique accrue des IgG1 et IgE (Shimizu et
al., 2005).

Aussi, comme l'induction des deux isotypes est sous le contréle de I'lL-4, ces
résultats suggérent que I'lL-27 pourrait interférer avec la production d’lg médiée

par I'lL-4.

En effet, I'lL-27 s'est avérée inhiber le switch isotypique vers la classe IgG1 dans
des cellules B spléniques de souris activées in vitro avec un anticorps
monoclonal anti-CD40 ou avec le LPS, bien qu'aucune donnée sur la production

d'IgE n'ait été fournie (Yoshimoto et al., 2004).

Cependant chez I'homme, I'lL-27 ne semble pas avoir des effets inhibiteurs
directs sur la synthése d’IgE induite par I'lL-4 dans les cellules B naives, car I'lL-
27 n'a pas modulé l'activité du promoteur du géne Ce induit par I'lL-4, ce résultat
suggére que l'augmentation observée de la synthése des IgE induite par I'lL-4
peut étre attribué a l'activité de [I'lL-27 encourageant la croissance et la

prolifération des cellules B différenciées de novo.
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Cette conclusion est soutenue par I'observation que I'lL-27 induit une prolifération
plus forte des cellules B naives en présence d'IL-4 (résultats non montrés) qu'en

son absence (figure 29).

Ainsi, chez ’'homme, l'induction de la production d’lgG1 par les cellules B naives
est également sous la commande de [I'lL-10 et I'lL-21, deux cytokines
indépendantes connues pour leur capacité a induire la commutation isotypique
par l'intermédiaire de I'activation du promoteur du germline y1 (et y3) (Briére et

al., 1994; Fujieda et al., 1996; Péne et al., 2004).

En outre, I'lL-21 a une forte capacité d'induire la différentiation des cellules B en
plasmocytes producteurs d’'lg (Ettinger et al., 2005). Cependant, comme il a été
montré précédemment et dans la présente étude, les effets de I'lL-27 sont
nettement inférieurs a ceux des autres cytokines. Cette situation est semblable
chez la souris ou I'lFN-y induit une commutation beaucoup plus efficace de
'lgG2a que celle induite par I'lL-27 (Fecteau & Neron, 2003; Yoshimoto et al.,

2004).

Pris dans leur ensemble, ces résultats précisent une redondance ainsi qu'une
hiérarchie parmi les facteurs régulant la commutation isotypique des cellules B
vers la production d'lgG1, avec un réle plutét minime de I'lL-27 dans ce

processus.
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En fin, bien que la diversification des sous-classes d'IlgG de la souris et de
'homme ait évolué d'une fagon indépendante (Hayashida et al.,, 1984), nos
résultats suggérent que la synthése d'lgG2a chez la souris et celle d'lgG1 chez
’lhomme, caractérisé par les fonctions effectrices semblables dans des immuno-
réactions infectieuses, soit non seulement commandée par différentes cytokines
de normalisation principale, y compris I'lFN-y chez la souris ainsi que I'lL-10 et
l'lIL-21 chez 'homme, mais également ont pu avoir conservé un processus de
normalisation commun médié par I'lL-27.

Notre présente étude sur les effets de I'lL-27 sur la différenciation des cellules B
chez ’'Homme pourrait se poursuivre en approfondissant les différents aspects de
la différenciation B telles que la commutation de classe et la production
d'immunoglobulines par des expériences de biologie moléculaire.

Nous avions entamé cette procédure en montrant la présence des transcrits
germinaux dans les cellules B spléniques activées via le CD40L et en présence
ou en absence de I'lL-27. Ceci pourrait constituer la preuve d’'une induction d’'une
commutation isotypique vers les IgG1. Toutefois, seuls le séquencage des
produits de PCR ou la mise en évidence des transcrits des cercles d’ADN
résultant d’'un éventuel mécanisme de recombinaison, pourraient confirmer

définitivement ce fait.

Par ailleurs, il parait intéressant de préciser si I'effet de I'lL-27 sur la prolifération
des cellules B résulte d’'un effet sur la division cellulaire proprement dite ou sur la
survie, en analysant I'effet de I'lL-27 sur I'expression de protéines régulant le

cycle cellulaire ou I'apoptose.
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Les différents effets de I'lL-27 selon la sous population B ou le mode d’activation
de la cellule B suggérent que des voies de signalisation différentes, encore a

définir, sont activées par I'lL-27 dans ces différentes conditions.
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lll - 2 — SENSIBILISATIONS ALLERGENIQUES ET

MARQUEURS CLINIQUES
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lll - 2 — 1 — Caractéristiques atopiques et hyperréactivité bronchique:

Sur la base du questionnaire clinique, un descriptif général de la population est établi et
regroupe entre autres: I'dge, le sexe, les diverses manifestations atopiques
personnelles associées a I'asthme, ainsi que les antécédents familiaux d’atopie (voir

tableau V).

Le terrain atopique familial est relevé chez 48 sujets sur 65 (soit environ 74% de la
population) et est 1,64 fois plus important du c6té paternel que du coté maternel. La

figure 37 montre la répartition de I'atopie.

Un premier score « allergologique », compris entre 1 et 4, prend en compte 'ensemble
des manifestations atopiques : la rhinite et la conjonctivite sont les plus présentes 32
(43%) fois et 9 (12%) fois, respectivement. Aussi, parmi les 75 enfants asthmatiques,
58/74 (78%) ont des manifestations atopiques associées a leur hyperréactivité
bronchique, dont les principales sont montrées dans le tableau IV. On note également

I'absence de toute manifestation d’atopie associée chez 16/74 (22%) sujets.

Un second score est attribué pour la sévérité de I'asthme, compris entre 1 et 4,
correspondant a 4 paliers, selon les critéres de la classification GINA (NIH, 1995). Ainsi,
15 (21%) enfants ont un asthme intermittent (palier 1) avec une moyenne d’age de 9,53
ans ; 14 (19%) ont un asthme persistant 1éger (palier 2) avec une moyenne d’age de
8,64 ans; 33 (46%) ont un asthme persistant modéré (palier 3) avec une moyenne
d’age de 9,90 ans; et 10 (14%) ont un asthme persistant sévére (palier 4) avec une
moyenne d’age de 12,2 ans. Les gargons sont majoritaires dans la population générale
et dans les paliers de 1 a 3. Aussi, 'ancienneté de la maladie augmente avec les paliers
d’environ 4 ans pour le premier palier jusqu’a une moyenne de 9 ans et demi pour le

dernier palier.
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Tab. IV : Descriptif des patients : Sévérité de I’'asthme et principales

manifestations atopiques

Classification selon GINA

POPULATION| pgjier 1 Palier 2 | Palier 3 | Palier 4
GENERALE | Acthme Asthme | Asthme | Asthme
intermittent persistant | persistant | persistant
léger modeéreé | sévere
Effectif (%) 75* 15 (21%) | 14 (19%) | 33 (46%) | 10 (14%)
Age ~moyen 9,81 9,53 8,64 9,90 12,2
(année)
Sexe (M /F) 47/28 10/5 717 24/9 3/7
Atopie 48/65 10/12 8/14 22/29 7/9
familiale (74%) (83%) (57%) (76%) (77%)
Ancienneté
de la maladie) 4, 4,33 564 | 6,01 9,5
(moyenne en
années)
Principales manifestations atopiques personnelles
Rhinite 32 7 4 19 2
Conjonctivite 9 1 2 5 1
Otite 2 - - 2 -
Laryngite 1 - - 1 -
Aucune 16 5 2 5 2

* Correspond a I'effectif total des patients inclus, sachant que certains n’ont pas répondu a toutes les questions
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Fig. 37 : Répartition des antécédents d’atopie dans la population générale et dans

le groupe d’enfants atopiques
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lll - 2 - 2 — Environnement allergénique et sensibilisations :

A travers le questionnaire, I'environnement intérieur des enfants est exploré en matiére
d’humidité, de tabagisme passif et de présence d’animaux domestiques (voir la figure
38). L’humidité est présente dans 77% des foyers (54/70) et 17/70 cas (24%) ont un
animal domestique qui est soit un chat (10%), soit un chien (7%), soit les deux en méme
temps (7%). Les enfants sont exposés au tabagisme passif dans 21 cas sur 67, soit

31%.

La répartition des enfants selon la sensibilisation allergénique est représentée dans la
figure 39. Sur les soixante-quinze enfants inclus, 22/75 (29%) n’ont aucune
sensibilisation aux différents mélanges d’allergénes (pneumallergénes et

trophallergénes) ou allergénes individualisés évalués.

Par contre, 54/75 enfants (71%) ont au moins une sensibilisation vis a vis du mélange
de pneumallergénes utilisés : 50/74 enfants (68%) sont sensibilisés vis a vis des
acariens Dermatophagoides pteronyssinus et 26/70 (37%) vis a vis de Blatella
germanica. Parmi ceux qui sont sensibilisés aux acariens, 25/50 (50%) sont également

sensibilisés aux blattes : 1 seul est uniquement sensibilisé a la blatte.

D'une maniere générale, parmi les enfants sensibilisés au mélange de
pneumallergénes, on ne peut pas exclure une sensibilisation associée aux autres
pneumallergénes du mélange (Bouleau et/ou Olivier et/ou Dactyle et/ou Pariétaire et/ou
Armoise et/ou Chat et/ou Chien et/ou Alternaria). Deux enfants positifs au mélange et
non sensibilisés aux acariens et blattes sont sans doute sensibilisés a au moins un de

ces pneumallergénes.

127



O aucun
W chat
Ochien

Oles deux

W humiclité +

& humiclité -

_ | tahadisme
pazsif +

Otabagisme
passif -

%

B9%

Fig. 38 : Exploration de I’environnement intérieur des enfants :

A : animaux domestiques ; B : humidité ; C : tabagisme passif
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Fig. 39 : Sensibilisations allergéniques observées
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Parmi les enfants sensibilisés aux acariens, 9/50 (18%) le sont également vis a vis des
allergénes alimentaires. Aucune sensibilisation alimentaire n’est trouvée chez les autres
enfants : ainsi, 9/72 enfants (13%) ont une sensibilité vis a vis des trophallergénes. Les
neuf enfants ont un dosage IgE spécifiques aux trophallergenes positif du mélange
alimentaire FP5 et 2/9 (22%) seulement ont une sensibilisation a FP15, ce qui
représente aussi 2/72 (3%) du total. La répartition des allergénes en cause est la
suivante : blanc d’ceuf (6 fois), lait de vache (4 fois), arachide (3 fois), soja (3 fois), blé (2
fois) et morue (2 fois) (figure 40). Les sensibilisations a la banane et a la pomme sont
toutes deux incriminées chez les deux patients présentant une positivité au dosage IgEs
FP15. Les polysensibilisations sont fréquentes : 1 enfant est positif vis a vis de tous les

aliments explorés, 1 autre a 5 aliments, 3 a au moins 2 aliments.

Le dosage positif des IgEs indique une sensibilisation des enfants vis a vis de
I'allergéne testé (ou au moins un allergéne parmi ceux du mélange). Aussi nous avons
considéré la positivité de ces dosages en termes de nombre de sensibilisations. La
variation du taux moyen d’IgEs totales en fonction de la sensibilisation des enfants est
montrée dans la figure 41. On observe une augmentation statistiquement significative
(p=0,03 a 0,02), voir méme trés hautement significative (p=0,0001) de ce taux moyen

par rapport au groupe d’enfants non sensibilisés.

L’analyse statistique montre une corrélation élevée (coefficient de Pearson, r=0,65)
entre les IgE totales et les IgEs au mélange de pneumallergénes. Ces derniers sont

également corrélés aux IgEs aux acariens (r=0,63).
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Fig. 41 : Variation des taux sériques d’IgE totales en fonction du nombre de

sensibilisations connues des enfants
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lll - 2 — 3 — Exploration des éosinophiles :

L’éosinophilie sanguine n’est corrélée a aucun des parameétres biologiques mesures,
notamment a 'ECP. Par contre, cette derniére est corrélée avec les IgE totales (r=0,54)
et les IgEs au mélange de pneumallergénes (r=0,65). La figure 42 montre
'augmentation du taux moyen de 'ECP en fonction de I'importance de sensibilisation
des enfants. Cependant cette variation est statistiquement a la limite de la significativité.
lll - 2 — 4 — Etude clinico-biologiques :

Sur la base des scores calculés (le Score GINA est considéré positif lorsqu'il dépasse le
1°" palier et le Score allergologique est considéré positif a partir de 2 symptdmes
allergologiques), nous avons recherché les concordances clinico-biologiques sur

I'ensemble de la population par le test du khi 2.

Il existe un lien significatif entre la sévérité de 'asthme, représentée par le score GINA,
et 'ECP (p=0.03). Par contre nous n’avons pas enregistré de relation significative entre

eosinophilie sanguine, IgEs et sévérité de 'asthme.

Les manifestations associées a I'asthme sont représentées par le score allergologique.
Nous avons recherché le lien avec le terrain atopique familial, en départageant la
population générale en deux groupes : un groupe de 48/65 (74%) enfants chez lesquels
existe une atopie familiale et un second groupe 17/65 (26%) enfants n’ayant pas
d’atopie familiale : les manifestations atopiques personnelles (Score allergologique) sont
présentes a 96% chez les enfants qui ont une atopie familiale par rapport au groupe
d’enfants qui n’en ont pas (voir figure 43). Par ailleurs la gravité de 'asthme est la méme
chez les enfants des deux groupes.

L’éosinophilie est uniquement corrélée a l'ancienneté de la maladie (corrélation de

Pearson= 0,389, p=0,013).
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lll - 2 — 5 - Relation de I'age avec les paramétres biologiques et
cliniques :

Nous avons réparti I'effectif total en trois tranches d’age allant de : [4-6] ans, [7-12] ans
et [13-18] ans. Les résultats sont exprimés en terme de valeur au dessus de la valeur
normale, selon la tranche d’age (tableau V).

Ainsi, le pourcentage d’enfants présentant un taux d’IgE sériques totales au dessus de
la normale augmente avec I'age : de 59 % (4-6 ans), a 79 % (7-12 ans) pour ensuite
s’établir en plateau.

Statistiquement, le pourcentage d’enfants présentant des IgEs détectables contre le
mélange de pneumallergénes, augmente significativement (p=0,04) avec l'age, de
méme que les IgEs aux acariens (p=0,02) et a la blatte (p=0,03) ; contrairement aux
IgEs aux trophallergénes (FP5 et FP15) qui n'augmentent pas de fagon significative.
L’analyse statistique montre aussi une augmentation significative de ['état de
sensibilisation entre les enfants des trois tranches d’age.

Par ailleurs, on remarque aussi que, plus la moyenne d’age par palier augmente, plus la
sévérité de 'asthme augmente (voir figure 44) et parallélement on observe tout d’abord,
'augmentation des symptédmes atopiques associés a I'asthme chez les jeunes enfants
(de 13/58 cas a 29/58 cas), puis leur diminution (16/58 cas seulement) chez les enfants

de plus de 12 ans, voir figure 45.
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Tableau V : Valeurs au dessus de la valeur normale selon la tranche d’age

PARAMETRES EVALUES <6ans |[7-12]ans |[13-18] ans

n % n % n %
IgEt 10/17 | 59| 31/39 |79 | 15/19| 79
IgEs (mélange de pneumallergénes) * | 8/17 |47 |28/39|72|18/19| 95
IgEs (D1) * 6/16 |38 |27/39 |69 |17/19| 89
IgEs (16) * 4/16 |25|11/36 |31 |11/18 | 61
IgEs (mélange d’aliments FP5) 1/16 |06 | 4/36 | 11| 4/18 | 22
IgEs (mélange d’aliments FP15) 0/16 | O | 1/37 |03 | 1/19 | 05
ECP sérique 12/16 | 75| 31/36 | 86 | 18/18 | 100
Eosinophilie sanguine 1/10 | 10| 3/23 |13 | 4/10 | 40
Atopie * 10/14 | 71| 22/34 | 65 | 16/17 | 94
Score GINA * 9/16 |56 |19/37 |51 |15/19| 79
Score allergologique 12/17 |71 129/39 | 74 | 15/19 | 79
Sensibilisations * 6/17 | 35|27/39|69|18/19| 95

*-p<0,05
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Discussion :

La prévalence de l'asthme dans les pays du Maghreb, aussi bien en
Algérie, au Maroc qu’en Tunisie, varie de 2% a 5%, touchant surtout des sujets
jeunes (Mahouachi et al., 1998). En Algérie, selon les résultats d’'une enquéte
réalisée par les services médicaux en 2005, 3% de la population algérienne (soit
plus de un million de personnes) est atteinte d’asthme, dont la majorité sont des
enfants (Afroun, 2005). C’est ce qui justifie notre choix d’étudier une population
pédiatrique. De plus, aucune étude immuno-allergologique n’a été publiée chez
de jeunes asthmatiques a Annaba (Cote Est du pays). Cependant, cette étude,
pourtant originale, peut d’emblée étre critiquable pour n’avoir pas un groupe
d’enfants témoin. Cependant, la raison est d’ordre éthique : les parents des
enfants ayant participé a cette étude avaient un intérét a voir évaluer les
parameétres immuno-biologiques sanguins chez leurs enfants, ce qui n’aurait pas
été le cas pour les parents d’enfants sains du groupe témoin.

Il est décrit dans la littérature que chez l'enfant, les garcons sont plus
fréequemment asthmatiques que les filles (Dutau et al., 1998). Dans notre étude,
le sex-ratio est en effet de 1,67 en faveur des gargons, il est donc comparable
aux séries pédiatriques, en particulier dans I'étude des enfants de moins de 3 ans
et de 3 a 15 ans, avec un sex-ratio de 1,5 en faveur des gargons (Rancé et al.,
1995).

Selon le descriptif général de la population, on trouve que la majorité des
enfants ont un asthme persistant modéré de grade 3 (46%) avec une moyenne
d’age de 9 ans. Trés peu ont un asthme sévére (14%) avec un age moyen plus

élevé, environ 12 ans. Or, la plupart des asthmes de I'enfant sont justement
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légers ou modérés, a I'adolescence. Toutefois, I'asthme peut s’aggraver pour
plusieurs raisons, comme : la perte du référent médical, déni de la maladie,
tabagisme, ou méme une mauvaise observance ou arrét du traitement de fond.
Dans notre étude, c’est ce qui risque d’arriver, a long terme, aux enfants du stade
3, qui risquent a tout moment de passer au stade supérieur, c.-a-d. a I'asthme

sévere.

Les signes allergiques associés telles que la rhinite et la conjonctivite,
permettent de suspecter une composante atopique. L’association d’une rhinite et
d’'une hyperréactivité bronchique est fréquente (Dykewicz & Fineman, 1998;
Leynaert et al., 1999). Le rdle de I'inflammation des voies aériennes supérieures
dans la survenue de I'hyperréactivité bronchique étant largement décrite dans la
littérature (Aubier, 1993; Riffo-Vasquez & Spina, 2002). C'est ce que nous
observons dans notre population avec 32 cas de rhinite, 1 cas de laryngite et
deux d’otite. Ceci s’explique par I'existence d’interactions directes entre I'atteinte
inflammatoire nasale et les voies aériennes inférieures, probablement par la
diffusion de médiateurs de I'inflammation a partir de la sphére nasale (Braunsahl
et al., 2000).

Le caractére familial de I'asthme dit allergique ou « atopie » (caractérisée
par une hyper production par les lymphocytes B d’anticorps d’isotype IgE) est
connu depuis longtemps et pourrait s’expliquer aussi bien par une composante
génétique (Haagerup et al., 2002) que par l'effet d’'un environnement commun a
des sujets partageant un méme habitat (Ronchetti et al., 2005). Dans notre étude,
il s’agit d’enfants a haut risque familial d’atopie, puisque le terrain atopique

familial semble plus marqué que dans certaines séries pédiatriques, avec 74%
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d’antécédents familiaux d’atopie contre 70,5% (Moneret-Vautrin et al., 1996).
Aussi, a travers la cotation des symptédmes allergiques, nous trouvons que les
manifestations atopiques personnelles associées sont présentes a 96% chez les
enfants qui ont une atopie familiale par rapport au groupe d’enfants qui n’en ont
pas. On constate également que I'atopie d’origine paternelle est plus importante
(1,6 fois) que I'atopie maternelle. Dans une autre étude (Hensley et al., 2004), il a
été montré que les antécédents paternels d’atopie, et notamment d’asthme, ont
été associés a un risque accru d’atopie chez I'enfant, a 'age de six a sept ans,

alors que les antécédents maternels n’ont pas, ou peu d’influence.

Ainsi, I'extréme fréquence de I'association asthme-terrain atopique justifie
la pratique d’un bilan allergologique a la recherche d’'une sensibilisation a un ou
plusieurs allergénes adaptés a I'age et a I'environnement des enfants. Bien que
ce bilan doit en principe débuter par la réalisation des tests cutanés, le dosage
des IgEs peut étre réalisé en premiére intention (Malandain, 2003). Dans notre
étude ces tests n’étaient pas réalisables au moment du recrutement des patients,
conformément a I'observation du Pr M Jerray (Jerray, 1998), qui confirme bien
que dans les pays du Maghreb en général, les structures sanitaires sont de plus
en plus sollicitées par des malades présentant une pathologie allergique, alors
que parallelement leur développement en matiére de diagnostic et réalisation des

Prick-tests, par exemple, ne semble pas répondre a cette demande.

Les résultats de ce bilan indiquent, de toute évidence, que nous avons la
une population d’asthmatiques qui présentent une grande sensibilisation vis a vis

des pneumallergénes, (71%), cela correspond bien aux données de la littérature
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(Rancé et al.,, 1995). Dans notre étude, nous avons identifié isolément les
sensibilisations aux pneumallergénes qui se trouvent dans la poussiére de
maison, a savoir : acariens et blattes. On trouve une sensibilisation flagrante aux
acariens chez 68% des enfants. Cette prévalence est trés proche de celle décrite
au Maroc (63%) (Alaoui Yazidi et al., 2001). Une étude réalisée sur les allergénes
dans la ville d’Alger (Kourta, 2005), a permis de déceler d’'importants taux de
moisissures et d’acariens dans les habitations. Ces derniéres seraient infestées
d’acariens, de moisissures, de poussiéres des matelas, de quantités importantes
de bactéries et d’endotoxines. C’est ce qui expliquerait 'augmentation du nombre
d’asthmatiques et d’allergiques a Alger. Ce fait pourrait étre comparable a
Annaba, qui est de plus connue pour son taux élevé d’humidité sachant que
I'habitat humide favorise le développement des acariens et que dans notre série,
77% des parents se plaignent d’humidité dans leur foyer. Donc, le
développement des acariens et des blattes favorisé par des conditions optimales
d’humidité de l'air (80 % d’hygrométrie) et de température (plus de 20 °C),
pourrait bien suggérer que la climatologie dans la région d’Annaba augmente le
risque de développer des maladies allergiques.

La rhinite et l'asthme sont également, les symptdbmes principaux de
I'allergie a la blatte. Au Maghreb, la sensibilisation a la blatte est peu dépistée,
car encore sous-estimée. Pourtant, on trouve, dans notre étude, une fréquence
de l'ordre de 37%, qui dans la majorité des cas est associée aux acariens. Cette
fréquence est pratiqguement similaire a celle décrite dans une étude pédiatrique
multicentrique américaine, ou 36,8% d’enfants hospitalisés pour asthme étaient
sensibilisés aux allergénes de blattes (Rosenstreich et al., 1997). Aussi,

Boushaki Z et al. rapportent, a travers une enquéte réalisée a I'ouest de I'Algérie
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(Oran) (Boushaki et al., 2004), que la sensibilisation aux blattes (30,8%) arrive en
troisieme position aprés les acariens domestiques (81,7%) et le pollen d’olivier
(34,4%). Cette forte prévalence pourrait s’expliquer par l'effet d’'une pollution
domestique et allergénique persistantes dans les milieux socio-économiques
défavorisés. Cependant, l'allergie a la blatte n’épargne pas non plus les milieux
plus favorisés. Les gaines d’isolation des immeubles neufs sont aussi des
repaires idéaux pour ces insectes qui affectionnent chaleur et humidité (Rauh et
al., 2002; Arbes et al., 2003).

Par ailleurs, parmi les enfants sensibilisés au mélange de
pneumallergénes, il peut éventuellement y avoir d’autres sensibilisations mises a
part celles aux acariens et a la blatte, sachant, de plus, que 24% des foyers
possédent un animal domestique (chat et/ou chien). Ces résultats doivent étre
confrontés a la clinique et a l'environnement, en connaissance des autres
allergénes inclus dans le mélange (Bouleau, Olivier, Dactyle, Pariétaire, Armoise,
Chat, Chien et Alternaria). Nous avons détecté deux garcons de 5 et 7 ans (3%
des cas), sensibilisés au mélange de pneumallergénes, mais qui ne le sont pas
vis a vis des acariens et des blattes.

Dans notre étude, nous avons également testé les allergénes alimentaires
les plus fréquemment impliqués dans l'asthme pédiatrique. On observe, dans
18% des cas, une sensibilisation aux allergénes alimentaires testés, toujours
associée a une sensibilisation aux pneumallergénes. Dans la littérature, on
retrouve bien cette notion d’association entre allergie alimentaire et
sensibilisation aux aéroallergénes (Charles et al., 2004) si bien qu'’il est parfois
difficile de dissocier les effets des aliments de ceux des pneumallergénes sur

I'hnyperréactivité bronchique. Dans notre étude, en premiére position, dans 6 cas
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sur 9, on retrouve une sensibilisation au blanc d’ceuf, en deuxiéme position celle
au lait de vache avec 4/9 cas et en troisieme position une sensibilisation a
'arachide avec 3/9 cas. Par ailleurs, dans 3 cas sur 9, on retrouve une
sensibilisation au soja. Quant a la sensibilisation a la Morue, retrouvée dans 2/9
cas, c.-a-d. 22% des sensibilisations aux trophallergénes étudiés, elle rejoint la
prévalence connue de l'allergie alimentaire au poisson dans les pays du pourtour
méditerranéen qui est de 18% (Crespo et al.,, 1995). Cette prévalence est plus
élevée (39%) dans les pays nordiques (Dutau et al., 1995).

Par ailleurs, parmi les sensibilisations aux fruits recherchées, on note que
celles vis a vis de la péche et de I'orange n’existent pas dans notre population
pédiatrique, contrairement aux sensibilisations a la pomme et a la banane qui
sont présentes toutes deux chez deux enfants sur neuf. Ces enfants sont aussi
cosensibilisés aux pneumallergénes. Cette polysensibilisation résulterait d’'une
dérégulation des sous populations de lymphocytes T au profit des TH2
producteurs d’lIL-4 (Yssel et al., 1991). Certains auteurs (Péne et al., 1994) ont
montré que des patients polysensibilisés synthétisent relativement plus d’IL-4 et
d’'IgE que des patients monosensibilisés. Ceci pourrait bien expliquer le fait qu'on
trouve une augmentation significative des IgE totales en fonction de I'importance
de la sensibilisation allergénique chez les enfants. Ainsi, en absence des tests
cutanés, I'évaluation des IgE sériques dans un contexte clinique, semble avoir un
intérét en tant que marqueurs de sensibilisation

Dans notre étude, les IgEt et IgEs aux pneumallergenes sont corrélées a
65% ce qui semble étre en accord avec la littérature (Ponvert, 2004). Aussi, les

IgEt sont liées au nombre de sensibilisations. L’élévation des IgE totales peut
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donc constituer un bon indicateur et méme un facteur de risque de développer
des sensibilisations aux allergénes environnementaux.

Quant a la force des liens entre asthme et sensibilisation alimentaire, elle
n'est pas encore bien précisée. Ce n'est cependant pas un hasard si, en
pneumoallergologie pédiatrique, les manifestations les plus sévéres d’allergie
alimentaire surviennent chez les enfants porteurs d’asthme (Bousquet & Michel,
1998). D’ailleurs, dans notre étude, on ne retrouve pas de lien entre la sévérité
de I'asthme et les taux détectables d’IgEs aux trophallergénes. En ce sens, nos
résultats sont également comparables a ceux de la littérature (Rancé et al.,
2003).

L’exploration des éosinophiles (numération et dosage de I'ECP) est
classiquement proposée pour évaluer I'’hyperréactivité bronchique. Toutefois,
nous n’avons pas enregistré de corrélation significative entre éosinophilie
sanguine et la sévérité de I'asthme. Pourtant, I'’éosinophile joue un réle essentiel
dans la physiopathologie de la maladie asthmatique (Tillie-Leblond et al., 2004),
quoique récemment, certains auteurs ont mis en évidence un autre profil
inflammatoire dans l'asthme caractérisé par un infiltrat neutrophilique sans
éosinophiles (Magnan et al., 2006). Just et al. ont montré chez les enfants
asthmatiques que l'inflammation éosinophilique est étroitement liée a lallergie
respiratoire plus qu’a la sévérité de la maladie asthmatique(Just et al., 2003).
D’ailleurs, méme, si plusieurs études, comme celle de Bousquet et al, suggérent
une relation entre l'inflammation éosinophilique et la gravité de I'asthme chez
'adulte (Bousquet et al., 1990), peu d’informations concernant les cellules
inflammatoires dans le tissu bronchique des nourrissons et des enfants

asthmatiques ont été publiées.
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Dans notre étude, I'éosinophilie est corrélée a I'ancienneté de la maladie.
En fait, 'ancienneté de l'asthme pourrait étre associée a un remodelage des
voies aériennes d0 a l'activation des éosinophiles qui relarguent des protéines
déléteres comme I'ECP, la protéine basique majeure (MBP) et la protéine
éosinophile X (EPX) provenant de granules intracytoplasmiques cytotoxiques
pour I'épithélium bronchique (Weller et al., 1996).

Aussi, nous nous sommes intéressé au taux sérique d’ECP, qui est, lié a
la sévérité de I'asthme comme il a été décrit par plusieurs auteurs (Badar et al.,
2004; Joseph-Bowen et al., 2004). Ceci suggére que, chez les enfants
asthmatiques, un taux sérique élevé d’ECP représenterait un facteur de risque de
persistance de l'asthme. De plus, 'ECP est corrélée aux IgE totales et
spécifiques aux pneumallergénes. On trouve une augmentation a la limite de la
significativité de la valeur moyenne d’ECP sérique en fonction du degré de
sensibilisation des enfants. Nos résultats semblent confirmer I'étude de Fauquert
JL et al, dans laquelle les auteurs ont analysé la valeur d’une détermination
ponctuelle de I'ECP sérique, et rapportent que son taux moyen est
significativement plus élevé en cas d’allergie aux acariens (Fauquert et al., 1997).
Enfin, nous rappelons que le dosage de 'ECP a été réalisé sur des prélevements
centrifugés trés rapidement, ce qui n’est pas réalisable en pratique courante.

En fin, on constate que I'ECP, contrairement a I'’éosinophilie sanguine,
représente un bon marqueur biologique reflétant la sévérité de I'asthme et le
degré de sensibilisation a I'environnement allergénique.

Diverses études ont suggeéré qu’au cours de I'enfance, I'apparition des
sensibilisations allergiques puis le développement des signes cliniques obéit a

une chronologie particuliére tributaire de I'hérédité et de I'exposition plus ou
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moins importante ou durable aux allergénes de I'environnement (Petronella &
Conboy-Ellis, 2003). Dans notre étude, les enfants ont été répartis en trois
tranches d’age délimitant grossiérement les stades préscolaire, scolaire et celui
de l'adolescence. On trouve une augmentation statistiquement significative selon
'age affectant les taux d’IgEs au mélange de pneumallergénes, aux acariens et a
la blatte, mais aussi de I'état de sensibilisation global des enfants. Ceci est en
parfait accord avec I'étude de Sigurs et al chez les enfants (Sigurs et al., 1994).
Chez les enfants asthmatiques sensibilisés, I'élévation des IgE spécifiques
pourrait participer a un processus global affectant 'ensemble de la production
d’'IgE. Aussi, on retrouve dans notre population pédiatrique, une augmentation
progressive, quoique statistiquement non significative, du pourcentage d’enfants
présentant un taux d’IgE sériques totales au-dessus de la valeur normale pour
'age en fonction de la tranche d’age telle qu'elle a été décrite par plusieurs
auteurs (Kalach et al., 2004).

Par contre, aucune augmentation significative selon I'age du nombre
d’enfants présentant des IgE spécifiques détectables contre les trophallergénes
testés n’est notée. Cette observation peut étre rapprochée de I'acquisition
progressive de la tolérance alimentaire au-dela de la petite enfance. En effet, les
données actuelles de la littérature indiquent méme que les titres d’IgE spécifiques
alimentaires diminuent avec I'dge (Boyano Martinez et al., 2002). Dans cet ordre
d’idée, il peut étre souligné que les manifestations cliniques d’allergie associées a
I'asthme dans notre population déclinent a partir de 'adge de 12 ans, comme cela

a été montré par des suivis longitudinaux (Dannaeus, 1993).
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Chapitre IV : CONCLUSION GENERALE




Dans ce présent travail, nous prouvons que :

- Les cellules B naives du sang de cordon humain expriment un récepteur fonctionnel
de I'lL-27, comprenant les sous unités TCCR et gp130. Cependant leur expression est
faible par rapport aux cellules B spléniques naives et mémoires.

- L'IL-27 augmente la production d’IgE induite par I'lL-4 par les cellules B naives
stimulées avec 'anti-CD40. Toutefois, elle n'a aucun effet sur I'induction de l'activité du
promoteur du germline Ce.

- L’IL-27 induit la différentiation des lymphocytes B en une population de cellules B qui
exprime des niveaux élevés de CD38 en association avec une diminution de
I'expression membranaire d'IgD (ce sont des cellules de phénotype : IgG+/int extérieurs,
CD20low, CD27high). Ceci indique que I'lL-27 favorise la commutation isotypige et la
différenciation des cellules B naives en plasmocytes.

- De plus, I'lL-27 n'induit pas des réponses prolifératives et n'augmente pas la
production IgG1 par des cellules B mémoire CD19+CD27+. Cependant, elle induit une
production d'lgG1 par les cellules naives de la rate CD19+CD27-1gD+1gG- et les cellules
B du sang de cordon, activées par lintermédiaire de CD40. Par ailleurs, cette
interleukine n'a aucun effet sur la production des autres sous-classes d'lgG. Cependant,
par rapport aux effets de I'lL-21 et I'lL-10, tous deux des facteurs de commutation pour
I'lgG1 et I'l|gG3 humains, ceux de I'lL-27 sont modestes et régulent exclusivement la

production d'lgG1.

Ces résultats précisent une redondance partielle ainsi qu'une hiérarchie parmi les
facteurs régulateurs de la commutation isotypique des cellules B vers la production
d'lgG1 chez 'hnomme et indiquent, en outre, I'existence d'une régulation commune par

I'lL-27 des isotypes IgG1humaine et IgG2a murine.
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En fin, bien que la diversification des sous-classes d'lgG, chez 'homme et la souris, ait
évolué d'une fagon indépendante (33), nos résultats suggérent que la synthése d'lgG2a
chez la souris et celle d'lgG1 dans I'homme, caractérisé par les fonctions effectrices
semblables dans des immuno-réactions infectieuses, soit non seulement commandée
par différentes cytokines de normalisation principaux, y compris IFN-y chez la souris et
I'lL-10 et IL21 dans I'humain, mais également ont pu avoir conservé un processus de
normalisation commun médié par I'lL-27.

Notre travail apporte donc des résultats originaux sur la fonction de I'lL-27. On pourrait
envisager de poursuivre cette étude en recherchant les effets de cette cytokine dans
des cellules B provenant d’'une population asthmatique afin de mettre en évidence les
éventuels effets pro et/ou anti-inflammatoire dans cette pathologie.

En attendant, d’élargir notre champ de recherche qui imposerait I'acquisition d’un
cytomeétre en flux au niveau de nos structures de recherche, nous avons commencé
progressivement en explorant différents parametres biologiques dans une population
pédiatrique asthmatique. Ainsi, les résultats que nous rapportons dans I'étude clinico-
biologique sont dans I'ensemble conformes aux données de la littérature concernant les
enfants asthmatiques mais mettent en évidence plusieurs données informatives :

- L’atopie basée sur des critéres familiaux (paternels) est trés fréquente dans cette
population (74%). Les manifestations allergologiques sont élevées chez ces enfants
(96%). La majorité de ces enfants (46%) ont un asthme sévere de grade 3 signifiant un
besoin de traitement.

- La climatologie dans la région d’Annaba augmenterait le risque de développer des
maladies allergiques. En effet, bien que les tests cutanés aient été impossibles a
réaliser, le dosage des IgEs apparait étre un bon marqueur biologique de la

sensibilisation dans cette population (2/3 des enfants sont sensibilisés aux acariens,
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dont la moitié est également sensibilisée aux blattes). On peut dire que les
pneumallergénes constituent des facteurs environnementaux trés souvent impliqués
dans la génése et la sévérité des crises d’asthme.

- Quant aux sensibilisations alimentaires, moins fréquentes (9/75) et toujours associées
a des IgEs aux acariens, semblent correspondre plus a une polysensibilisation qu’a une
vraie allergie alimentaire et sont peu impliquées dans lI'asthme.

- Nous trouvons que [lactivité éosinophilique représentée par I'ECP (plus que
I'éosinophilie) semble un bon marqueur biologique de I'asthme allergique reflétant sa
gravité et le degré de sensibilisation allergénique.

En fin, au terme de cette étude, la premiére du genre a Annaba (qui fera trés
prochainement I'objet d’'une publication), et au vu de cet important probleme de santé
publique, et en attendant de confirmer ces résultats préliminaires par une plus grande
étude multicentrique, il serait souhaitable de reconduire cette méme étude en réalisant
le dosage des IgEs a d’autres allergénes de I'environnement local. Ce bilan étiologique
immuno-allergologique est un élément diagnostique important, car, appréhendé dans un
contexte clinique, il peut contribuer a une meilleure prise en charge (éviction
allergénique ciblée avec désensibilisation spécifique). A plus long terme, I'étude du
polymorphisme phénotypique et génétique des sujets, semble indispensable pour
progresser dans l'appréhension des facteurs pronostiques de l'asthme dans notre

population pédiatrique et son évolution vers I'dge adulte.
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ABSTRACT. It has been reported that IL-27 specifically induces the production of IgG2a by mouse B cells and
inhibits IL-4-induced IgG1 synthesis. Here, we show that human naive cord blood expresses a functional 1L-27
receptor, consisting of the TCCR and gp130 subunits, although at lower levels as compared to naive and memory
splenic B cells. IL-27 does not induce proliferative responses and does not increase IgGl production by
CD19"CD27" memory B cells. However, it induces a low, but significant production of IgG1 by naive
CD19*CD27 1gD*IgG™ spleen and cord blood B cells, activated via CD40, whereas it has no effect on the
production of the other IgG subclasses. In addition, IL-27 induces the differentiation of a population of B cells that
express high levels of CD38, in association with a down-regulation of surface IgD expression, and that are surface
IgG* ™ CD20'Y, CD27"#", indicating that IL-27 promotes isotype switching and plasma cell differentiation of
naive B cells. However, as compared to the effects of IL-21 and IL-10, both switch factors for human IgG1 and
IgG3, those of IL-27 are modest and regulate exclusively the production of IgG1. Finally, although IL-27 has no
effect on IL-4 and anti-CD40-induced Ce germline promoter activity, it up-regulates IL-4-induced IgE production
by naive B cells. These results point to a partial redundancy of switch factors regulating the production of IgG1
in humans, and furthermore indicate the existence of a common regulation of the human IgGland murine IgG2a

isotypes by IL-27.

Keywords: cytokines, immunoglobulin, interleukin-27, B cell, isotype switching

IL-27 is a heterodimeric cytokine belonging to a family of
structurally related cytokines that also includes IL-12,
IL-23 and IL-6 [1]. It is produced in humans, by activated,
antigen-presenting cells, such as monocytes, macrophages
and monocyte-derived dendritic cells, as well as by endot-
helial cells [1-3]. IL-27 is composed of two chains, the
EBV-induced gene3 (EBI3), a 33-kDa glycosylated pro-
tein, and a 28-kDa protein that are homologous to the p40
[4] and the p35 subunits of IL-12 [1, 5] respectively. The
functional signal-transducing receptor (R) complex is
composed of two chains, TCCR (also known as WSX-1)
and gp130 [1, 6], the latter being a receptor component
shared by several cytokines of the IL-6 family [7]. Initial
studies on IL-27 in the mouse have documented the pro-
inflammatory role of this cytokine that, by synergizing
with IL-12 to induce the production of IFN-y by human
naive CD4™ T cells, contributes to the early differentiation
of T cells into Th1 cells [1]. However, results from several
studies, using functional IL-27R (WSX-1)-deficient mice,
have shown an exacerbated response to a variety of chal-
lenges, indicating that IL-27 has important immuno-
regulatory functions in vivo. The latter notion is under-
scored by the results from two very recent studies
demonstrating that IL-27 inhibits the development of IL-
17-producing T cells [8, 9], highlighting the pleiotropic

effects of IL-27, not only as a positive, but also negative
regulator of inflammatory immune responses.

Several studies in the literature have addressed the role of
IL-27 in B cells. In the mouse, IL-27 has been shown to
regulate the production of Ig by B cells. IL-27 regulates the
production of IgG2a, as TCCR-deficient mice were found
to have reduced total IgG2a serum concentrations,
whereas the levels of the other Ig isotypes were normal as
compared to those in wild-type animals [10]. Furthermore,
IL-27 induces IgG2a class switching in anti-CD40- or
LPS-activated splenic mouse B cells, and inhibits IgG1
class switching induced by IL-4 [11]. Finally, in a model of
experimentally-induced asthma, Miyazaki er al. have
shown that ovalbumin (OVA)-challenged WSX-17" mice
had increased serum IgE levels as compared with wild-
type mice [12]. Although no information about the in-
volvement of IL-27 in human Ig production has been
reported, the expression of the IL-27R subunits was re-
ported to be strongly regulated during human B cell differ-
entiation implying that 1L-27-mediated effects vary de-
pending on the stage of B cell differentiation [13]. We have
therefore analyzed, in the context of IL-27R expression by
human naive and memory B cells, whether IL-27 is able to
modulate Ig production.
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METHODS

Donors and cells

All human umbilical blood cells and spleen cells, used in
this study, were obtained in accordance with the guidelines
of the ethical committee of the Montpellier University
Hospitals. Highly purified (purity > 98%) CD19" spleen B
cells were obtained from human spleen fragments of
healthy organ donors (Service de Chirurgie Digestive,
CHU St Eloi, Montpellier, France) by positive selection
using specific mAb-coated magnetic beads and a prepara-
tive magnetic cell sorter (Miltenyi Biotech, Bergisch Glad-
bach, Germany), as described [14]. Naive CD277sIgG™
and memory CD27*sIgG* B cells were then purified fol-
lowing two-color staining of CD19" B cells with a PE-
conjugated anti-CD27 mAb (clone M-T271, BD Bio-
sciences, San Jose, CA, USA) and a FITC-labeled mouse
anti-human surface (s) IgG mAb (BD Biosciences) and
sorting of B cells, using a FACS Vantage® (BD Bio-
sciences), according the procedure described by Scheffold
et al. [15]. Purified naive CD19"CD27" B cells (pu-
rity > 98%) were also isolated from cord blood (Service
Maternité, CHU Arnaud de Villeneuve, Montpellier,
France) by depletion of the CD2*, CD3*, CD16", CD36",
CD56%, CD66b" cells, using the Rosettesep® procedure
(StemCell Technologies, Meylan, France), according to
the manufacturer’s recommendations. The Epstein-Barr
virus-negative Burkitt lymphoma cell line BL-2 clone 20,
containing all the regulatory elements of the human Ce
germline promoter of IgE has been described [16].

Culture conditions

Stimulation of B cells for proliferative responses or induc-
tion of Ig production was carried out as follows: naive or
memory CD19* human B lymphocytes (10°/mL) were
cultured with 1 pg/mL of the anti-CD40 mAb 89 [17], in
the presence or absence of varying concentrations of re-
combinant (r)IL-27 (Schering Biopharma, Palo-Alto, CA,
USA) in flat-bottomed, 96-well culture plates (Nunc,
Roskilde, Denmark) in Yssel’s medium [18], supple-
mented with 10% FCS, in sextuplet, in a final volume of
200 pl. For comparison, IL-21 and IL-10 (kind gifts from
Dr. Don Foster, Zymogenetics, Seattle, WA, USA and Dr.
Francine Brigre, Schering-Plough, Dardilly, France, re-
spectively) were added in parallel. For examining the ef-
fect of IL-27 on IgE synthesis, rIL-4 (gift from Dr Fran-
cine Briere) was added to the culture at 20 ng/mlL.
Proliferative responses were measured after 5 days of
culture at 37° and 5% CO,. After 12 days of incubation,
culture supernatants were collected and the respective pro-
duction of IgG and IgE was quantified by isotype-specific
ELISA. For the determination of expression of IL-27R, as
well as the state of B cell differentiation, splenocytes were
cultured with an irradiated (40 Gy) CD40L-expressing
mouse fibroblast L cell line, at a B cell/L cell ratio of 40:1,
in the presence or absence of exogenous cytokines. The
splenocytes were collected at various periods of culture
and analyzed by three-color immunofluorescence and flow
cytometry.
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Proliferation assay

Proliferative responses were measured by thymidine in-
corporation by stimulated B cells. After 4 days of culture,
37 kBq of tritiated thymidine ([’H]TdR, Amersham-
France, Les Ulis, France) were added to the cultures for
18 h, after which the cells were harvested onto glass fiber
sheets, using an automated cell harvester (Tomtec, Orange,
CT, USA). Radioactivity was measured, using a microbeta
Trilux scintillation counter (Wallac, Turku, Finland).

Cell surface immunofluorescence staining and FACS
analysis

The purity of isolated CD19* B cells (5x10% cells per
staining) was determined by flow cytometry analysis using
FITC-conjugated CD2, CD3 and CD20 T and B cell-
specific mAbs (BD Biosciences), whereas sorted naive
(CD27 sIgG™) and memory (CD27*sIgG") cells were re-
analyzed for control of their respective purity. The expres-
sion of IL-27R by BL2 clone 20 cells was determined by
flow cytometry, following staining of the cells with the
anti-human TCCR mAb (clone 191115, R&D systems
Europe, Abingdon, United Kingdom) or the anti-gp130
mAb (clone AN-G30: [19]), both at 20 pg/mL, in parallel
with mouse IgG2b or IgGl (BD Biosciences), used as
isotype controls, respectively, and incubation of the cells
with a PE-conjugated F ), goat anti-mouse IgG (Caltag,
Burlingame, CA, USA). The expression of IL-27R by
naive and memory B cells in populations of total spleno-
cytes was determined by three-color flow cytometry on the
lymphocyte population gated on the size, and granulom-
etry. The staining procedure was identical to that used for
the BL2 cells, including incubation of the cells with mouse
normal 1gG1 (25 pg/mL: SouthernBiotech, Birmingham,
AL, USA) to prevent subsequent non-specific binding of
mAbs to the PE-conjugated goat anti-mouse IgG antibody.
Finally, an anti-CD3-APC and an anti-CD27-FITC mAbs
(both from BD Biosciences) were added simultaneously in
order to electronically remove the CD3* cells and to iden-
tify the naive and memory B cell populations. For analysis
of the IL-27R expression by purified naive cord blood B
cells, the addition of the anti-CD3-APC mAb was omitted.
The expression of cell surface molecules, indicative of
isotype switching and B cell differentiation, was analyzed
by three-color flow cytometry, using non-separated cell
preparations and combinations of an anti-CD3-APC and
an anti-CD38-FITC mAbs with the following PE-labeled
mAbs: anti-sIgG-PE, anti-sIgD-PE, anti-CD20-PE and
anti-CD27-PE (all obtained from BD Biosciences). Cells
were analyzed on a FACSCalibur using the CellQuest
software (BD Biosciences).

Measurement of Ig production

IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 and IgE secretion was determined
in culture supernatants by isotype-specific ELISA, as de-
scribed previously [14].

Analysis of Ce promoter gene activity

The BL2-clone 20 cell line was seeded at 10° cells/mL in a
96-well, flat-bottomed tissue culture plate (Nunc) and in-
cubated with 1 pg/mL anti-CD40mAb cross-linked onto a
goat anti-mouse IgG (1 pg/mL, Calbiochem, Burlingame,
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CA, USA) and of 20 ng/mL rIL-4, in the presence or
absence of various concentrations of rIL-27. Where indi-
cated, rfIFN-y (R&D systems) was added at concentrations
of 50 and 100 ng/mL. After 24, 48 and 72 h of incubation,
the cells were lysed, and luciferase activity was deter-
mined using the dual-luciferase reporter assay system
(Promega France, Charbonniére, France) on a Lumat lumi-
nometer (Berthold, Bad Wildbad, Germany) as described
[16].

RESULTS

Naive cord blood B cells express lower levels
of a functional IL-27R complex, as compared to naive
and memory splenic B cells

Both naive and memory tonsilar B cells have been reported
to express the IL-27R, although the latter cells do not show
increased proliferation following stimulation with anti-
CD40 mAb in the presence of IL-27 [13]. In order to
determine whether naive cord blood B cells are responsive
to IL-27, the expression of the TCCR and gp130 chains
was analyzed by immunofluorescence and flow cytometric
analysis. CD27™ naive cord blood B cells were found to
express very low levels of both chains (figure I1). By
comparison, both naive and memory splenic B cells ex-
pressed high levels of TCCR, as well as gp130, although
both chains were expressed at lower levels by CD27 ™ naive
B cells, as compared to CD27* memory B cells (figure 1).
Expression levels of both the TCCR and gp130 subunits in
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Figure 1

Naive cord blood and naive and memory splenic B cells express the
IL-27R. Expression of the TCCR and gpl130 chains forming the
IL-27R complex in freshly isolated CD19*CD27 naive cord blood
(A) and splenic CD27 naive and CD27* memory B cells (B) was
analyzed by indirect and two- and three-color flow cytometry, res-
pectively. Cell surface expression of CD27 (x-axis) and TCCR or
gp-130 (y-axis) on lymphocyte-gated cells is represented by a four-
decade log scale as dot-blots of correlated FITC and PE fluorescence,
respectively. Quadrant markers were positioned to include > 98% of
control Ig-stained cells in the lower left quadrant (not shown). For the
expression of IL-27R and CD27 on splenic B cells, an anti-CD3-APC
mAb was added and B cells were electronically gated on the CD3-
APC-negative population. The numbers in the quadrants indicate the
percentage of TCCR and/or gp130-expressing naive and memory B
cells.
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purified cord blood B cells was not significantly affected
following stimulation of the cells via CD40, neither at 24
nor 48 h of culture (figure 2). Despite the low expression
levels of the IL-27R on CD19*CD27" naive cord blood B
cells, IL-27 enhanced, in a dose-dependent fashion, the
proliferation of anti-CD40-stimulated cord blood B cells
(figure 3), indicating that they are responsive to stimula-
tory effects of IL-27,

IL-27 acts as a specific switch factor
for the production of IgG1 by human CD19*CD27"
naive B cells stimulated with anti-CD40 mAb

The capacity of IL-27 to modulate the production of IgG1,
[gG2, IgG3 and 1gG4 was investigated using purified hu-
man naive B cells. Therefore, splenic, naive B cell popu-
lations were separated from isotype-committed memory B
cells, based on the concomitant absence of cell surface (s)
CD27 and slgG, by magnetic and double immunofluores-
cence flow cytometric cell sorting using an anti-sIgG-
FITC and an anti-CD27-PE mAb. Reanalysis of sorted B
cells showed that naive (CD27 slgG") and memory
(CD27%sIgG") B cells were about equally represented and
their purity after separation was > 98% and > 96% respec-
tively (results not shown). Naive CD19*CD27~ B cells
were activated with anti-CD40 mAb in the presence of
increasing concentrations of rIL.-27 and the production of
Ig was analyzed by isotype-specific ELISA. In all experi-
ments, rIL-27 significantly increased, in a dose-dependant
manner, the production of IgG1 by CD19*CD27" B cells.
This enhancing effect was specific for IgG1, as rIL-27 had
no clear and consistent effect on the production of IgG2,
IgG3 and IgG4 (figure 4). However, unlike rIL-21, a potent
switch factor for the production of human IgG1 and IgG3,
rIL-27 enhanced only modestly the production of IgG1
(figure 4) with a mean and maximal increase of 4 fold and
12 fold, respectively (results not shown). Furthermore, in
contrast to the effects of IL-21, those of IL-27 were re-
stricted to the IgG1 subclass (figure 5). In order to demon-
strate whether IL-27 acts as a switch factor for the induc-
tion of IgGl production by naive B cells, these
experiments were repeated using naive cord blood B cells
(100% CD197CD27") and a single optimal dose of IL-27.
rIL-27 induced, albeit at very low levels, the production of
IgG1 by cord blood B cells, while not affecting the produc-
tion of the other IgG sub-classes (figure 6). Finally, similar
results were obtained with splenic B cells stimulated by
CD40L-transfected L cells (results not shown). In contrast,
rIL-27 had no effect on IgG1 production by CD19*CD27*
memory B cells, stimulated with either anti-CD40 mAb or
CD40L-expressing L cells (results not shown). Taken to-
gether, these results indicate that IL-27 specifically in-
duces the production of IgG1 by naive B cells.

IL-27 induces the differentiation of naive B cells
into plasma cells

To further determine whether rIL-27 has the capacity to
induce isotype switching and the subsequent B cell differ-
entiation into plasma cells, purified splenocyte populations
were cultured for varying periods of time in the presence of
both anti-CD40 mAb and rIL-27. T cells were excluded by
electronically gating on the population of CD3" cells



284 A. Boumendjel, et al.
2. on € g
é_ +“—rc TCCR =1 apl30
210 : o 38% o 52%
§-§ & 60 o 100
& B 8
& = =
3: . T T T T T = =
0 200 400 600 800 1000 100 100 100 10t 1t 10t 10 10t 10t 10t
& 24n @ 8
2] |e—>z TCCR 2 gpl30
&3 o 37% | g 63%
&1 45 58
3 = (=]
F 1 o
& 8 &
g1 = =)
D: T T T T T = o
0 200 400 600 800 1000 100100 100 107 104 10° 10 10 10° 10¢
g 27 g
é 23 TCCR =] epl30
= iy 54% - 33%
g9 42 = 58
(=5 (=]
o o
g 5| &3 S
g g 3
21 & s | =4 S
w i : = =3 = |
0 200 400 600 800 1000 (3 10° 10' 100 10° 10* 10° 100 102 10 10¢
FSC Fluorescence intensity

Figure 2
Activation of cord blood B cells does not result in the modulation of either TCCR or gp-130 expression. Purified cord blood B cells were activated
with CD40L-expressing mouse fibroblast transfectant for 24 and 48 h, as indicated in Methods. Expression of IL-27R subunits was analyzed as
mentioned in figure 1. Numbers represent the percentage of positive cells and mean fluorescence intensity.

and naive (CD19°CD27slgD*) or memory (CDI19*
CD27%sIgD* and CD19*CD27*sIgD™) B cells were ana-
lyzed for changes in the expression of sIgD and CD38,
indicative of isotype switching and plasma cell differentia-
tion, respectively. CD38"¢" B cells, which were either
slgD™, sIgG*™™, CD20"" or CD27*, thus representing
IgG-producing committed memory B cells, were present at
alow frequency (< 2%) in freshly isolated splenocytes and
this latter population was not significantly increased when
splenic B cells were activated with CD40L in the absence

0 «——+ anti-CD40 mAb————>
0 0 1 3 10 30 90
IL-27 (ng/mL)

3H-Thymidine incorporation (cpm)

Figure 3
IL-27 induces the proliferation of anti-CD40 mAb-activated cord
blood B cells. Purified cord blood B cells were activated with 1
pg/mL of the anti-CD40 mAb and increasing concentrations of
rIL-27, in triplicate, for 4 days, and *H-thymidine was added for the
last 18 h of culture. Values represent means * SD of two independent
experiments.

of exogenous cytokines (figure 7A and B). The addition of
rIL-27 to CD40L-activated splenic B cells resulted in a
low, but significant, increase in the percentage of B cells
devoid of sIgD and expressing high levels of CD38, which
reflects a down-regulation of sIgD expression on initially
slgD* naive B cells through a mechanism of isotype
switching and their subsequent differentiation into a
CD?38"" plasma cell phenotype (figure 7A). In parallel,
the emergence of a CD38"€"sIgG*"™ B cell population
was observed. This effect of rIL-27 was observed at day 5
(1.5%), but not at day 3 (< 0.5%) of culture, and increased
over time, as higher percentages of the latter B cells were
observed at day 7 (mean effective increase 5.0%) of culture
(figure 8). In addition, the rIL-27-induced CD38"%" B cell
population was found to express, in a time-dependent
manner, lower levels of CD20, as well as high levels of
CD27 (figure 7B and 8). However, the effects of rIL-27
were modest, both in its magnitude, as well as in its
timedelay, in comparison to IL-21 and IL-10, as the latter
factors induced the formation of 10 to 20% of IgD™-
switched B cells and plasma cell differentiated B cells by
day 3 of culture.

IL-27 enhances IL-4-induced IgE production
by human CD19*CD27 naive B cells stimulated
with anti-CD40 mAb and rIL-4

Next, we examined whether IL-27 has the capacity to
modulate IL-4-induced IgE production by splenic and cord
blood naive B cells. Whereas IL-27 alone did not induce
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Figure

4

IL-27 increases the production of IgG1 by CD19*CD27™ naive splenic B cells. Spleen CD277sIgG™ naive B cells were purified from CD19* B
cells and activated with 1 pg/mL of anti-CD40 mAb in the presence or absence of increasing amounts of rIL-27, as described in Methods. Levels
of each IgG subclasses were determined by isotype-specific ELISA after 12 days of culture. Values represent mean + SD of five independent

experiments, using spleen samples from three donors.

IgE synthesis directly (figure 9), it strongly enhanced, in a
dose-dependent fashion, IL-4-induced IgE production by
both adult (figure 9A) and cord blood (figure 9B)
CD197CD27 slgD*slgG™ naive B cells. Furthermore, in
the presence of rIL-4, rIL-27 had no effect on the produc-
tion of the IgG subclasses (results not shown). In order to
determine whether the effect of rIL-27 on rIL-4-induced
IgE production was due to a direct action on the Ce switch
promoter activity, its effect was tested in a germline Ce

promoter gene reporter assay. BL-2 cells, stimulated with
rIL-4 in the presence of CD40L-expressing L cells, ex-
pressed both the TCCR and gp-130 subunits at their sur-
face (results not shown), indicating their potential respon-
siveness to rIL-27. Stimulation of BL-2 cells with an
anti-CD40 mAb and IL-4 induced a strong increase in the
Ce reporter gene expression which was time-dependent
(figure 10A) and which was partially inhibited by the
addition of IFN-vy, used as a positive control (figure 10B).

700
8 W Gl
1gG2 F 600
~ 51 HIgG3 500 ~
"El O IeG4 L 400 ‘a
:65!] 5 F300 £
= (=]
g 200
g # B Lo 3
3 = E
& 24 ls &
% 2 2
11 3
2
E 1
0 0
— anti-CD40  +IL-27 +IL-21
Culture conditions

Figure 5

IL-27 has a lower capacity to enhance the production of IgGl, as
compared to rIL-21. Spleen CD27 sIgG ™ naive B cells were purified
from CD19* B cells and activated with 1 pg/mL of anti-CD40 mAb
in the absence or presence of rIL-27 or rIL-21, both at a concentration
of 10 ng/mL, as described in Methods. Levels of each IgG subclasses
were determined as indicated in figure 4. Values represent
mean = SD of two experiments, using spleen samples from two
donors.

migGl

1gG production (ng/mL)

medium anti-CD40 anti-CD40+IL27

Culture conditions

Figure 6
IL-27 induces the production of IgGl by CD19*CD27" naive cord
blood B cells. Cord blood B cells were purified as described in
Methods and activated with 1 pg/mL of anti-CD40 mAb in the absence
or presence of 10 ng/mL of rIL-27. Levels of each 1gG subclasses were
determined as indicated in figure 4. Values represent mean = SD of
three experiments, using spleen samples from three donors.
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Figure 7

IL-27 induces CD19*CD27 sIgD™ naive B cells to switch and differentiate into plasma cells. Splenocytes were purified and activated with 1
ug/mL of anti-CD40 mAb in the absence or presence of rIL-10, rIL-21 or rIL-27 (each at 10 ng/mL) for 3, 5 and 7 days. Representative
experiment showing cell surface expression of CD38 (x-axis) as compared to sIgD or sIgG (A) and CD20 or CD27 (B) (y-axis) on
lymphocyte-gated cells is represented by a four-decade log scale as dot-blots of correlated FITC and PE fluorescence. Quadrant markers were
positioned to include > 98% of control Ig-stained cells in the lower left. Data represented as indicated in legends to figure 1. At each of the
indicated incubation periods, the cells were analyzed for the expression of CD38 and sIgD, sIgG, CD20 or CD27 by immunofluorescence and
flow cytometry. Kinetics of the percentage of CD38"2" B cells, expressing sIgD or sIgG (A), or expressing CD20 or CD27 (B), cultured in
medium alone or in the presence of cytokines. The percentage of gated cells is indicated on each graph.

The addition of increasing amounts of IL-27 did not
modify the expression of the reporter gene activity and
furthermore, did not reverse the inhibitory effect of [FN-y
on the IL-4-mediated Ce gene promoter activation.

DISCUSSION

The differentiation of naive sIgM-expressing B cells into
IgG, IgE or IgA producing plasma cells is a highly regulated
process involving both interaction between B cell-expressed
CD40 and its ligand CD154 on T cells, and the action of
cytokines that determine the isotype specificity of the
switched cells (reviewed in [20, 21]). In the present study,
we show that IL-27 induces human naive B cells to spe-
cifically differentiate into IgG1-producing plasma cells.

It has been reported in the literature that both TCCR and
gp130 subunits of the IL-27R are constitutively expressed

at the surface of naive and memory human tonsillar B cells
and that their expression is increased following CD40
stimulation [13]. However, in a different study the expres-
sion of TCCR mRNA by both naive and memory tonsilar B
cells was not modulated following anti-B cell receptor
stimulation, either in the presence or absence of CD40
triggering or of IFN-vy [22]. The reason for this discrepancy
is not clear. We extend these results by showing that both
IL-27R chains are expressed on naive cord blood B cells,
albeit at much lower levels than those on naive and
memory splenic B cells. Furthermore, stimulation of naive
cord blood B cells with CD40 did not result in the up-
regulation of TCCR and gp130 expression. The observa-
tion that IL-27 induces proliferative responses and IgG1
synthesis by naive B cells, while not affecting memory B
cells, indicates that IL-27-mediated effects are dependent
on the stage of B cell differentiation, but are not correlated
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Figure 8

Kinetics of the percentage of CD38"" sIgD", sIgG'", CD20"" or

CD27" B cells induced by IL-27. Splenocytes were treated as descri-
bed in figure 7. Values represent the net percentage of positive cells
found in each culture condition in the presence of cytokines after
subtraction of the percentage of positive cells in medium alone.
Mean = SD of three experiments, using spleen samples from three
donors.

with expression levels of the IL-27R, as already observed
by Larousserie ef al. [13].

Many cytokines that induce Ig production by isotype
switching of naive B cells also have growth-promoting
activities on committed B cells. However, the observation
that IL-27 does not induce proliferative response in
memory B cells, excludes the possibility that IL-27 may
act by promoting the outgrowth of memory B cells. Human
splenocytes reportedly contain, in addition to naive B cells,
germinal center B cells. However, the Bm2’ and the
Bm3/Bmd4 cells that form the germinal center B cell popu-
lation are clearly CD27* [23]. Moreover, it has been shown
that both human centroblasts and centrocytes express
CD27, although at different levels of CD27 [24] and there-
fore cannot be considered to contain naive B cells. As we
carried out immuno-fluorescence and cell sorting to purify
naive splenic B cells, faintly stained CD27" cells, repre-
senting centrocytes, were excluded from the naive, CD27,
population. Moreover, the observation that IL-27 induced
the production of IgG1 by cord blood B cells, a population
that is composed exclusively of sIgD™ naive B cells, indi-
cates that the action of IL-27 on IgG1 secretion is the result
of a switch-promoting effect of this cytokine on naive,
non-committed B cells.

Naive B cells bear, in addition to IgM, IgD at their cell
surface, whereas they do not express sIgG, sIgA or sIgE. It
is well accepted that the emergence, among sIgD" naive B
cells, of sIgD™ cells results from a switch recombination
event, and consequently constitutes a signature of a switch
to the production of IgG, IgA or IgE antibodies. Similarly,
the acquisition of CD38 expression by activated CD38"
naive B cells constitute a signature of their differentiation
into antibody-secreting plasma cells [25]. Here, we show
that the addition of IL-27 to splenocytes results in the
down-regulation of sIgD expression on initially sIgD*
naive B cells, as well as in the concomitant emergence of a
population of CD38"#"sIgG*"™ B cells that have not yet
differentiated into plasma cells. Although we do not for-
mally show that CD38"&"sIgG*™* differentiating B cells
produce IgG1, our data strongly support the notion that
IL-27 may induce the production of the latter isotype by a
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Figure 9
IL-27 enhances IL-4-induced IgE production by human
CDI19*°CD27 naive B cells. CD19*CD27" naive spleen (A) and cord
blood (B) B cells were purified and activated with 1 pg/mL of
anti-CD40 mAb in the presence or absence of rIL-4 (20 ng/mL) and
variable amounts of rIL-27 for 12 days. Levels of IgE were determi-
ned by isotype-specific ELISA. Values represent mean + SD of five
and three experiments using spleen or cord blood samples, respecti-
vely, each from three different donors.

mechanism involving the induction of isotype switching
and subsequent B cell differentiation into IgG1-secreting
CD38"2" plasma cells.

It has been reported previously that successful isotype
switching of naive B cells is division-associated and is
therefore dependent on their degree of proliferation [26].
In addition, naive B cells were found to enter the plasma
cell differentiation pathway with a 30h delay as compared
to memory B cells, and that the latter cells proliferate at a
faster rate as compared to naive B cells [27, 28]. The
observation that IL-27 triggers the proliferation of naive B
cells only (ref. 13 and the present study), might explain the
relatively modest, and time-delayed induction of sIgD™
switched B cells and CD38* differentiated plasma cells, in
comparison to that of IL-21 and IL-10, which are strong
proliferative factors for memory and naive B cells.

Our results are in line with those showing that IL-27
regulates the production of IgG by mouse B cells. Mice
deficient for the WSX-1 gene have reduced IgG2a serum
concentrations, but normal levels of the other Ig isotypes,
as compared to wild-type animals [10]. This finding was
corroborated by the observation that IL-27 induces IgG2a
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Figure 10

IL-27 does not affect IL-4-induced Ce switch promoter activity. The
Burkitt lymphoma cell line BL-2 clone 20 was stimulated with rIL-4
(20 ng/mL), anti-CD40 mAb (1 pg/mL), crosslinked with a goat-anti
mouse IgG (1 pg/mL), in the presence or absence of rIL-27 (50 and
100 ng/mL) and/or rIFN-y (50 and 100 ng/mL) for 24, 48 and 72 h
and germline Ce promoter activity was determined by luciferase
assay. Values represent mean + SD of two independent experiments,
using spleen samples from two donors.

class switching in activated mouse B cells in virro [11].
However, it is important to stress that, similar to our
results, IL-27 exerts only very modest effects on Ig pro-
duction in the mouse, as the magnitude of the induction of
IgG2a production by activated naive B cells in vitro is
comparable to those on IgG1 production in humans. More-
over, the IgG2a production-inducing capacity of IL-27 in
the mouse is clearly inferior to that of IFN-y, the other
cytokine known to induce switching of naive mouse B cells
to the production of this isotype [29], indicating that IL-27
does not play a major role in the induction of murine
IgG-mediated humoral immune responses.

However, results obtained with WSX-1-deficient mice
have indicated that IL-27 might regulate IL-4-dependent
IeE production, as WSX-1-deficient mice showed in-
creased serum IgE levels following allergen challenge, as
compared with wild-type mice, which was associated with
an increased production of Th2 cytokines in the lung, and
clinical manifestation of airway responsiveness [12]. Fur-
thermore, in a model of membranous glomerulonephritis,
it has been shown that WSX-17" mice present a predomi-
nance of IgGl in glomerular deposits, accompanied by
increased [gG1 and IgE in the sera [30]. As the induction of
both isotypes is under the control of IL-4, these results
suggest that IL.-27 might interfere with IL-4-mediated Ig
production. Indeed, IL-27 was found to inhibit IgG1 class
switching of anti-CD40 mAb- or LPS-activated splenic
mouse B cells in vitro, although no data on the production
of IgE were provided [11]. In humans however, IL-27 does
not seem to have direct inhibitory effects on IL-4-induced
IgE synthesis by naive B cells. As IL-27 did not modulate
IL-4-induced Ce gene promoter activity, this result suggest
that the observed enhancement of IL-4-induced IgE syn-
thesis can be attributed to the growth-promoting activity of
IL-27 on de novo differentiated IL-4-switched B cells.
This conclusion is supported by the observation that IL-27
induces a stronger proliferation of naive B cells in the
presence of IL-4 (results not shown) than in its absence
(figure 5).

In humans, the induction of IgG1 production by naive B
cells is also under the control of IL-10 and IL-21, two

A. Boumendjel, et al.

unrelated cytokines known for their capacity to induce
isotype switching via the activation of y1 (and y3) germ-
line promoters [14, 31, 32]. In addition, IL-21 has a great
capacity to induce the differentiation of B cell into Ig-
producing plasma cells [25]. However, as shown previ-
ously and in the present study, the effects of IL-27 are
clearly inferior as compared to those of the latter two
cytokines. This situation is similar in the mouse where
IFN-vy is a much more potent IgG2a switch-inducing cy-
tokine than IL-27 [11, 28]. Taken together, these results
point out a redundancy as well as a hierarchy among the
factors regulating isotype switching of B cells to the pro-
duction of IgG1, with IL-27 having a rather marginal role
in this process. Finally, although the diversification of
mouse and human IgG subclasses has evolved in an inde-
pendent manner [33], our results suggest that the synthesis
of IgG2a in the mouse and that of IgG1 in human, charac-
terized by similar effector functions in infectious immune
responses, is not only controlled by different major regu-
latory cytokines, including IFN-y in the mouse and IL-10
and IL21 in the human, but may also have conserved a
common regulatory process mediated by IL-27.

Acknowledgements. The authors would like to thank Drs Don
Foster and Francine Briére for the generous gift of reagents,
and Christophe Duperray (INSERM U475, Monipellier) for
expert cell-sorting.

REFERENCES

1. Pflanz S, Timans JC, Cheung J, e al. IL-27, a heterodimeric cytok-
ine composed of EBI3 and p28 protein, induces proliferation of
naive CD4* T Cells. Immunity 2002; 16: 779.

2. Larousserie F, Pflanz S, Coulomb-L'Hermine A, et al. Expression
of IL-27 in human Thl-associated granulomatous diseases.
J Pathol 2004; 202: 164.

3. Larousserie F, Bardel E, Pflanz S, et al. Analysis of interleukin-27
(EBI3/p28) expression in Epstein-Barr virus and human T-cell
leukemia virus type 1-associated lymphomas: heterogeneous ex-
pression of EBI3 subunit by tumoral cells. Am J Pathol 2005; 166:
1217.

4. Devergne O, Hummel M, Koeppen H, ef al. A novel interleukin-12
p40-related protein induced by latent Epstein-Barr virus infection
in B lymphocytes. J Virol 1996; 70: 1143.

5. Brombacher F, Kastelein RA, Alber G. Novel IL-12 family mem-
bers shed light on the orchestration of Thl responses. Trends
Immunol 2003; 24: 207.

6. Pflanz S, Hibbert L, Mattson I, et al. WSX-1 and glycoprotein 130
constitute a signal-transducing receptor for IL-27. J Immunol
2004, 172: 2225.

7. Kishimoto T. Interleukin-6: from basic science to medicine-40
years in immunology. Annu Rev Immunol 2005; 23: 1.

8. Batten M, LiJ, Yi §, Kljavin NM, et al. Interleukin 27 limits au-
toimmune encephalomyelitis by suppressing the development of
interleukin 17-producing T cells. Nat Immunol 2006; 9: 929.

9. Stumhofer J, Laurence A, Wilson E, et al. Interleukin 27 nega-
tively regulates the development of interleukin 17-producing T
helper cells during chronic inflammation of the central nervous
system. Nat Immunol 2006; 9: 937.

10. Chen Q, Ghilardi N, Wang H, et al. Development of Th1-type im-
mune responses requires the type I cytokine receptor TCCR. Na-
ture 2000; 407: 916.

11. Yoshimoto T, Okada K, Morishima N, et al. Induction of IgG2a
Class Switching in B Cells by IL-27. J Immunol 2004; 173: 2479.



IL-27 induces the production of IgG1 by human B cells

12.

20.

21,

22.

Miyazaki Y, Inoue H, Matsumura M, et al. Exacerbation of experi-
mental allergic asthma by augmented Th2 responses in WSX-1-
deficient mice. J Immunol 2005; 175: 2401.

. Larousserie F, Charlot P, Bardel E, er al. Differential effects of

IL-27 on human B cell subsets. J Immunol 2006; 176: 5890.

. Péne J, Gauchat J-F, Lécart S, eral. Cutting Edge: IL-21 is a

switch factor for the Ppoduction of IgG1 and IgG3 by human B
cells. J Immunol 2004; 172: 5154.

. Scheffold A, Assenmacher M, Radbruch A. Phenotyping and

separation of leukocyte populations based on affinity labelling. In:
Kaufman S, Kabelitz D, eds. Immunology of Infection. 2nd ed.
London: Academic Press, 2002: 25.

. Berger M, Albrecht B, Berces A, efal. S(+)-4-(1-Phenylethyl-

amino) quinazolines as inhibitors of human immunoglobulin E
synthesis: potency is dictated by stereochemistry and atomic point
charges at N-1. J Med Chem 2001; 44: 3031.

. Valle A, Zuber C, Defrance T, et al. Activation of human B lym-

phocytes through CD40 and interleukin 4. Eur J Immunol 1989; 8:
1463.

. Yssel H, De Vries JE, Koken M, et al. Serum-free medium for

generation and propagation of functional human cytotoxic and
helper T cell clones. J fmmunol Methods 1984; 72: 219.

. Leligvre E, Plun-Favreau H, Chevalier S, ef al. Signaling path-

ways recruited by the cardiotrophin-like cytokine/cytokine-like
factor-1 composite cytokine: specific requirement of the
membrane-bound form of ciliary neurotrophic factor receptor al-
pha component. J Biol Chem 2001; 276: 22476.

Banchereau J, Bazan F, Blanchard D, et al. The CD40 antigen and
itslLigand. Annu Rev Immunol 1994; 12: 881.

Honjo T, Kinoshita K, Muramatsu M. Molecular mechanism of
class switch recombination: linkage with somatic hypermutation.
Annu Rev Immunol 2002; 20: 165.

Gagro A, Servis D, Cepika AM, er al. Type I cytokine profiles of
human naive and memory B lymphocytes: a potential for memory
cells to impact polarization. Immunology 2006; 118: 66.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

32.

33.

289

Arce E, Jackson DG, Gill MA, et al. Increased frequency of pre-
germinal center B cells and plasma cell precursors in the blood of
children with systemic lupus erythematosus. J Immunol 2001; 167:
2361.

Steiniger B, Timphus EM, Jacob R, et al. CD27" B cells in human
lymphatic organs: re-evaluating the splenic marginal zone. Immu-
nology 2005; 116: 429.

Ettinger R, Sims GP, Fairhurst AM, et al. IL-21 Induces differen-
tiation of human naive and memory B cells into antibody-secreting
plasma cells, J Immunol 2005; 175: 7867.

Tangye SG, Ferguson A, Avery DT, et al. Isotype switching by
human B cells is division-associated and regulated by cytokines.
J Immunol 2002; 169: 4298,

Tangye SG, Avery DT, Deenick EK, et al. Intrinsic differences in
the proliferation of naive and memory human B cells as a mecha-
nism for enhanced secondary immune responses. J Immunol 2003;
170: 686.

Fecteau JF, Neron S. CD40 Stimulation of human peripheral B
lymphocytes: distinct response from naive and memory cells.
J Immunol 2003; 171: 4621.

Snapper CM, Peschel C, Paul WE. IFN-gamma stimulates [gG2a
secretion by murine B cells stimulated with bacterial lipopolysac-
charide. J Immunol 1988; 140: 2121.

Shimizu S, Sugiyama N, Masutani K, et al. Membranous glom-
erulonephritis development with Th2-type immune deviations in
MRL/Ipr mice deficient for IL-27 receptor (WSX-1). J Immunol
2005; 175: 7185.

. Briere F, Servet-Delprat C, Bridon JM, er al. Human interleukin

10 induces naive surface immunoglobulin D* (sIgD*) B cells to
secrete IgG1 and 1gG3. J Exp Med 1994; 179: 757.

Fujieda S, Saxon A, Zhang K. Direct evidence that gamma 1 and
gamma 3 switching in human B cells is interleukin-10 dependent.
Mol Immunol 1996; 33: 1335.

Hayashida H, Miyata T, Yamawaki-Kataoka Y, et al. Concerted
evolution of the mouse immunoglobulin gamma chain genes.
EMBO J 1984; 3: 2047.



Communication Affichée

2eme Congres Francophone d’Allergologie
Avril 2007

Paris (France)

Résumé publié

dans la Revue frangaise d’allergologie et d'immunologie clinique. Avril
2007. Vol 47, n°3 : 260

EOSINOPHILES ET ECP : MARQUEURS CLINIQUES
CHEZ DES ENFANTS ASTHMATIQUES A ANNABA

A. Boumendijel, A. Tridon*, M. Messarah et M.S. Boulakoud
Université Badji-Mokhtar, Annaba, Algeria

*Université d’Auvergne, Clermont ferrand, France

178



2" ScienceDirect

Rewme frmse O alleglogic o e nchygie dingue 97 (007 260-264

REVUE FRANCAISE
DALLERGOLOGIE
ETDIMMUNOLOGIE CUNKGLE

MLASSON hip Mras-cdaeaer ombdbr asBE WL
Résumés
Epidémiologie
[rapombic s Infcrnct be & o 2007
19 A Boumendiel, A. Tridon, M. Mesarh M5 Boalakoad

L'incidence  de Dasthme pédsiriqgue en  Républigue
mealdave 1 slalbligues e réalilds

R. Selevestma, .|__'|. Caracwa, 5. Scmaca, [ Adam

[iversie dEa de medicine of de pharmacie « N
Testemiamy &, howlrvard Seamcel-Mare, 165 Chivinay
Républigur de Maldava

hjecf~ Amalywe do lMincidence de DMasthme cher les
enfants en Répahlgue maoldeve et la compamison des dtudes
emdemialogiqees de cohoxe poar lMdentificason objective des
enfares avec des sympuomes d'2sdhme.

Miéthade = Lincidence de " ashime est déerming par les cas
mouvesax de mabdie mappores dams les insidations de
smxkdgee mélical mtionales. la recherche a mchm E19
Eléves poar Mdentficagion de cas d'asthme. La séflecton a deé
fadte par I'inferview des parents avec un soreeming par
o e omred e compoesd de med pees G0 ne, P o opestio nmed ne
plus déroalé de 20 questons. Cely a permis d'wdentfier les cas
smpects d'astime. Freuite, les enfans selec@ommes ant ete
sami b des ovesdgatsons chnigques et parachmgues poar
confirmerle diagnostic d'eshme corformément s critdres da
GINA

Révalimy - La présélection primaire a dendfié 197 enfans
(24 %) avec reponses posiives pox 1"asthme. Cent douze
enfants ont dtd sommis an quesdonmneine déroukd (157 %)
avec plas de denn répormes posEives. On 2 adrsi névElE 47
enfants (5,7 %) avec swpicion d'asthme. Le dignossc a ete
confirmé chex 18 enfants (2,72 %) Les stagstigues nadomales
muomtrent wn fax d'incidence de 0,12 9%, 17 fok phas faihle
qae celm obfema par b orecherche de cohome par des
i s 30 T e

Crnclurion = La méthode de I'mterview est wiile poar la
selection des enfins wer swpicion d'asdme, elle permet 12
réalmation de dizgnostic préooce des dats broncho-obs mact s
chmonigques cher les enfanes.

e |

Exsiinophiles et ECP 1 manquenrs cliniques chez des enfanis

mthmatiques a Annaba (Cale Esl algerienne)

0335-M50 - see fomi moier o 2007 Publieé par Blever Maam 545
ozt WL O 66 el 0D R 1KY

Farulef deg srienres, universi Radji-Maolhsar, BP 12, 84
Amar 230000 Amnaha, Alpérie

e est & traver Pexplorafion des dosinopiles et
letshlissement de scores dinigues cher des enfans ashma
Houes que nos recherchomn ke Ben de ces manguewrs Biolog
qaes aver b sévéimed a Mancienneté de b maladie asdmadgaee,
ains gu’avec les manifestatons allergologiques assocides etla
magon d'aome.

Méthade = Cene énade, comcermant 75 enfants asthmad gues
imoyerme d'ge = 9 pmm, sewerafio MF = [ 64 est hosde mma
Hien s "intemogatoime clnigque pfalid par lemédecin fraitant,
qae sur ] exploradon des dosimoni les (nomération et doesge de
FE(P serique, IMO0-DPC) Le descripif dinigue nom 2
permis d'une et de prendre en compe Manciennetd de la
malache et 'atome et d’aatme part de calouler e soome (GINA
ains gu'umn scone allergologique compns ent® an et gutne
regrésentant lasomme des mam fesagoms atopiques associfes i
IMayperréactyind o mneinguee.

Resubmis~ On moave goe lecsmophile est comelee 2
lNarcienmetd de lz malbede (comébdon de Pearson = L5389,
p=00153) Par contre, nows n'ovons pa enregiird de
comebfion significative entre eosmophilie sangaine et la
sévérid de I'asthme. Le max O'FCP est, gquant 3 hoi, d'ane part,
Ee 2 b severite de I'asthme (p= 0,03}, & d'afte pa, non e 3
IMNdommophihe o & Nenclenned de b maladie

Crnclawiog = On pewt conchoe que, dars notre porala@ion,
k tmx JECP, contawmement 3 [l'eosmophilie sangwne
(sealement Bée & DMancienmetd de la maldie), mprésente wn
hon marguenr chmgue (B 3 la sévantd de Dasthme )

|

Semibilbations allergénigques chex 75 enfanis ssthmadiguoes
de la ville d' Annaha

A Boamendiel, A Trdon, M. Messamnh, M5, Rodakoad
Farulef deg sriemees, universit? Badji-Maolhsar, BP 12, Sd
Amay, 23000 Amnaba, Alperie

dlecf~ WMo avons tesd un mélmge de preamaller
geres, demx allegeres mdividmlies et deax melanges

179



Communication Affichée

2éme Congres Francophone d’Allergologie
Avril 2007

Paris (France)

Résumé publié

dans la Revue frangaise d’allergologie et d'immunologie clinique. Avril
2007. Vol 47, n°3 : 260-261

SENSIBILISATIONS ALLERGENIQUES CHEZ 75
ENFANTS ASTHMATIQUES DE LA VILLE D’ANNABA

A. Boumendijel, A. Tridon*, M. Messarah et M.S. Boulakoud
Université Badji-Mokhtar, Annaba, Algeria

*Université d’Auvergne, Clermont ferrand, France

180



MASSOMN

2" ScienceDirect

Rewie frmgae J dlenbogie of I immnokgie cdimgue 97 (007) 26)-264

REVUE FRANCAISE
DALLERGOLOGIE
ET DIMMUNOLOGAE CLINIGE

b e e s ever oo mdbr et FE VLY

Résumés

Epidémiologie

[rsponihle sur Infernct be & oo 2007

1%

L'incidence de D'asthne pédistrigue en  Bépubligue
mealdave 1 slatstigues el réaliles

R. Selevestma, .|'|. Cmpmaen, 5. Scmaca, I Adam

[iversie JEar de medicine & de pharmacie, « N
Tesemiamu &, howlrvard Segfam-cel-Mare, 185 Chivinay
Reépubligur de Maoldova

Mjectif- Amlyse de l'incidence de Mashme cher les
enfanes en Répahlgee moldave et la companison des dtades
emdemmalogiqees de coboxe pour lMdentfication objective des
enfanes avec des sympeames d'asdme.

Miéthode = Lincidence de | ashme est déterming par les cas
mouveams de mabdie mppores dams ks intEstions de
mxEtge médicale rotionales. la recherche a mchs E19
éléves poar Mdentficaton de cas d'asthme. La séflecdon o dé
fake par l'infendew des parents avec an soreesing par
oja ez i oo e comp o de meaf qoes S0, pios un guest o nrine
plus déroald de 20 questions. Cely o permis d'idendfier les cas
smpects d'asthme. Frewie, ks enfans selecSiormes ant ete
soamis & des nvesSgators chnigques et parachmigques poar
confirmerlediagnostic d'asthme oonformément aux criténes da
GIMA

Rémultais~ La présélection primaire 2 dengfié 197 enfanes
(24 %) avec reponses positives powr D"asthme. Cent douazre
enfants ont &té sommis am guesSonrodire drowald (13,7 %)
avec plas de demx répormes posiives. On o sirsl révéld 47
enfants (5,7 %) avec swpicion d'asthme. Le dignostic o ete
confirme chex 18 enfangs (2,72 %) Les stafsiques nadonales
mangrent un v J'incidence da 0,12 %, 17 fois phas faikble
gqae celm ohtema par b recherche de cohome par des
(jaestinnraires.

Cronclunion = La méthode de I"inferview est wtile pour la
selection des enfans aver swpicion d'astme, elle permet 12
réalEmion de diagnosic préooce des dmts brome hioeobs nactifs
chmonigques chew les enfants.

H

Essinophiles et ECP 1 mamueurs clinigues chez des enfants
mthmatiques a Annaha (Cote Est algerienne)

03 35-M 5N — s fon e mutter o) 2007 PublBe par Blever Bioam 545
skt 0L O A e NOOTT X002

A, Boamendiel, A Trdon, 3. Messamnh, 3.5, Boalakoad
Farulef dex sriences, univernitd Radji-MWolkhtar, BF 12 5d
Amar 223000 Ammaha, Alpéne

Dbjectif - Cest d traves lMexploration des éominopihiles ot
letshbssement de scores dinigques cher des enfanss asthmma
Hiues gue o recherchons ke Ben de ces monquewnrs Biolog
gaes avec b sdhwined a Mancienneté de b malache asSmadgque,
ains qu'avec ks manifestators allergo logiques assocides etla
magon d'some

Mithode ~ Ceme éoade, concermant 75 enfants asthmadques
imoverme d'Epe = 9 o, sewerafo MTF = 1 64 ex basde ams
keni war 1" inteao gafo ime chnigqaes wfalsd par le médecn trafont,
qae sur | exploradon des dos nopt les (noméation ot dmsgede
FE(P serigee, [2000-DPC). Le descripf dinigue nows a
permis d'wme pan de prendre en compee Monclennesd de la
maldia et 'stome ot d'yatre part de caleuler b score GINA,
ainsl gu'un scone allkerpologiqoe compns ent® un et guatre
représentant lasomme des man fesmdons afonicues assocides
I'bypemméactvied bro b gues.

Remubims~ On moave que lemimophilie est comelee 2
lNancienmetd de la mabdie (comébaon de Pearson = 0389,
p=00153. Par contre, nos n'ovors pa enmegiand de
camrebon significaive entre eosinophilie sangaine et la
sévérid de I'asthme. Le aux I'BCP est, quantd i, d'ane parm,
Ee 2 b severige de Masthme (p = 0,03, e d'sufee past, nonBe a
I'édosmophilie & & NMancienned de b maluhe.

Conclawion - On pat conchmre que, ders notre popabon,
ke tmx J'ECP, contairement a Peosmophilie sangwne
(medlement Bée & DManclenned de la makdie), mprésente mm
bon margqueny chnigque (B d la sévdie de I'asdme).

|

Semihilbstion: allergfnigues chex 75 mfanis ssthnstigues
e la ville d’ Annaha

A Boumendiel, A Trdon, 3. Messamh, 3.5, Boalakond
Farule der sriences, aniverrid Badji-MWolhsar, BF 12 84

Amar, 23000 Amnaba, Alperie

hjectif = Nom avwms testd un mélange de premmaller
geres, deax allegénes individmalisds et deax melanges




Ermrornd Ernue fronmiw dallergologe v o femmnologle clindgare A7 (2007 | 2ea- X4 .1

amentgires afin de rechesrcher lex sensbiliatos allegé
migues dars mne popub&on d'enfants oxdona goes.

Mahode - L"&ude comcerne 75 enfants asthmadgoes (e
moyen = 9 mys, sexerado MF : 44 Nous avons rechienche
d'ume part, les IZF 3 un melange de preumallesgenes (T3, T9,
G5, W2, Wa, El, B2 Mé& D a2 16 - srallarsesr VIDAS), ot
d'awnee pat lex pEA DI et 16 DT, et comee e meélom ges
almentairs FPS st FPIS (DPCL

Resubimt ~ Un descoipaf geneml de by popualason est stabli,
montane goe 5574 (TE %) snfans ont dex monifestaSons
allergiques asencides d b Eypesréactvitd brondhigoe. Le
e i e o] e e i vt el vl b e o) s s SE (BT ) it
et 1.6 fois ples important du cidtd patermel. Vingt-dean s
ol e e 29 50 ) exdanes oo nk aocne: e bl sl on oo
melamges d allespénes o allerpenes individulises. Cinguante
guEe P Soinante-guinee enbots (71 9%) ont au maoims e
sz il e om vis-d-vils da mélange de preamal eogienes - S0T
enfms (68 %) sont seamidbillieds vis-d-vis des ocasiess, DGFT0
(37 ®yvis-devis deshluges |, ot 257 0aax deax . Pazmi les enfan s
sermabilines ooy prneomallergenes, 254 (3 %) pe somi pas
remmabilinds oo acasiess ef wox blages. Pasmi les enfones
s bl inds oy acasiers, 9050 (1 E 96) I sont sl vis-bevis des
trom bl lerghmes. 1in oo test poed 6 b toas; les ol imisn i e plonds,
un motre & cing aliment:, trois & s moins deax shments.

Comclusion - 1Matonie hasde or des cotres famiBua est
tréx fofguents. L sersibilisations mimmdes ddmongtent des
IzF aux acasiess, chez 205 des enfants dont 1o moiSs est moexi
weams i B fe o bl sttes. On metsoary e ume inflo e cs impodants
de I'hakbitat sar ks senshilisatioms obwervees. Les seosibilisa
dors alimereaires, moins fréguentes et towj ours associces 3 des
1zE s péafiques max acasiens, s emb lent comespo ndre plus & ane
palysersinisaton guo'd wme vrade allergie

I:

IgE. spédfiques & quaire pneumallerpénes dhez 'erdamt de
mumine de cing am

M. Drowet, V. Boan, [, Mol L le Selln, L Bommena,
G Gay, IM. Lede=

Ui Fallerpalopie pimérale, CHLU d Anpers, 49932 Angers
cidex 3 Framee

Objectif. - Fiods de la sensbiimon (89 [gF am
preumallesgenes cher lenfare de moims de dng ams et
compamison des resalafs entre demx groupes ;- grompe DA
(enfnts ayant déketd lear atopie por one dermatites ot o igue
(ThA )} et grompe A (enfants myon @ defat € par o astbome (A} s
DA}

Mahode. - Thezge par echmigee CAPRAST Phemacia'®
des [gE specifigees 3 quare pneamallesgenes (Demmatapha
poldes prerompesipus d 1, epebelio de chot =1, dpidwlia d= dhien
ef, phléols 26} cher 128 enfants Ggfs de 4 mok & 5 am

grompe [0A @ T8 enfans de 4 maois & 5 ars (moyenms
d'agec] 4% mois ).
gromne A 50 enfanes de S mois d 5 ars (moyenne d'Ege: 39

T b

Résulimts. Toms preumallergénes confondas, les 5™ som
significaivement plus dlevdes dans le groupe DA (1 5™ oo phas
chex T5 6 %) quedms b groape & (1 5™ oo plos ches 1) 965 et
la différnce ex sigraficadve quelges sok I'allergene © acariems
{ p=001), :.h]énle (p=0,006), chat { p= 000001} et chien
(= 000001 )

Diares le growme DA by senshilisafon et précoce (1 8™ on
phe diexT55 % des moirs de 2 ars pet b= chien e lallergine
le plax fréquent (60 % dex moirs d= 2 ans). La polysenshilise
tion est fraquents agres 15 mois.

Dags be grompe A, by senshilisasion et tandive |1 ondgoes st
fadhle sermibilsation mox acwiens soit 3 % dex 26 enfanix de
miirs de P ars)

Comclusion.— Le profil de 5™ F est chronol ogi geement et
quafiagvement difErent cher I'enfant allergigue selon e mode
d'entée dans ['atopee (TrA o A} La sensiiisagon préooce ma
chien dans b goowpe DA est poat e d rappeocher de la
frdgeence de b senshilisafon m it de vache dus ceae
pomalagon [1].

B &érence

(1] Dwwrued Mo, et sl Cirw™s miile s planis - croms e e iy with diog — fisier
FaAl] pen X3 Fars.
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5. Kabbhoks®, G. Pauli®, F Lovand®, C. Rabesion®,

D. Cadlland®, [ Champin’, [ Annesi-Maesano®

“Epar Ingemm UMR-8 707, UPMC Pare-d, 27, rue Chaligay,
THI2, Paris, Frase ;".Sa'.n.r.b.-.'lu.rg. France - “Redms, France ;
"E.ﬂ.rdml.l.n; France ; “ClemmomnFermand, Franee | E.H'mn!:.
Framce

iMgecf— Now avors estimé b pefvalence de by seamit
lisation allergigqes infantils =n popalation géndrale en ot isant
une medhiode standardee.

Méthode— Des enfme, aunombe de %615, iges de neaf 2
omee ms ont & sdlectionnés dars le cadoe de la phase 11
d'BAAC, France (nemmtone] Smdy of Asthmaand & llergies
in (hidbood} & laquelle ont perticind six villes. Pamm e,
7781 enfants ot sobi le bilan chmgae preéwva par le pmitocale,
inclamt dex texex allargol ogigues cotares (TAC) & differanes
pfrcallesgines & Copbollesgdnes commuors. [in TAC S
poesiaf s lsdiamées moven delapagu b &oi sopécemrd % mm.
La version £2 do syseme de S5A5 a &é emplovée poor
I"anahsme sasogoe des donnees.

Résulimts.— la prevalence de b semsdilisaton allesgique,
définie par an moirs an TAC poself, changesit s ko ficative
mesg salon b ville (Test da };2, p 00001 Flle &at, en
moyenne, de 281 %, et varindt de 200 % b Cofts] jusge” b
374 % & Rordeam. iﬂ:::uh-:u:g. I 7% des enfanis avalent
un TAC posiaf 3 su moins un allesgene, 3 Rems 282 %, a
Clemont-Ferrand 22 8 9% et d Mamseille 330 96 Le pooxentage
d'=nfnts sermibilieds 4 on moims 2 allerg dnes dtadtde 16,9 5.
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N°7- SENSIBILISATIONS ALLERGENIQUES CHEZ 75 ENFANTS ASTHMATIQUES DE LA

VILLE DE ANNABA
BOUMENDJEL A."", TRIDON A.®, MESSARAH M., BOULAAKOUD M.S./"
1: Faculté des Sciences, Université de Annaba (Algérie).
2 : Faculté de Médecine et de Pharmacie de Clermont-Ferrand (France).

N°8- DISTRIBUTION DES SOUS-TYPE S HLA-B27 CHEZ DES PATIENTS
ATTEINTS DE SPONDYLARTHROPATHIES DANS LA REGION D’ALGER

AMROUN H."), SALAH S.5.", ALLAT R.®, RAMASAWMY R, DJOUDI H.?!,
ABBADI M.C.", CHARRON D. , TAMOUZAR.

15 Laboratonre d'lmmunologle Institut Pasteur d'Algérie, Algiers, Algeria,

2 : Service de Rhumatologie, Douéra, Algiers.

3 : Laboratoire d'lmmunologie et d’Histocompatibilité . CIB-HOG,AP-HP/GHU-Nord, IUH and
INSERM, Paris, France.

N°9- NITRIC OXIDE SYNTHASE POLY MORPHISM IS ASSOCIATED WITH
ANKYLOSING SPONDYLITIS AND LIKELY REPRESENTS A SIGNIFICANT
GENETIC MARKER IN HLA-B27 NEGATIVE PATIENTS

SALAH S.8."), AMROUN H.", ALLAT R., DJOUDI H.?, BUSSON. M. ),
KRISHNAMOORTHY R. ), TOUBERT A. ), ABBADI M.C. ™, CHARRON D. © , TAMOUZAR. ®

1 : Laboratoire d' Immunnfcgle Institut Pasteur d'Algérie, Algiers, Algeria.

2 : Service de Rhumatologie, Douéra, Algiers, Algeria,

3 : Laboratoire d'Immunologie et d'Histocompatibilité . CIB-HOG,AP-HP/GHU-Nord, IUH and
INSERM, Paris, France.

4 : INSERM U458, Hopital Robert Débré , Paris, France.

N°10- MANIFESTATIONS ARTICULAIRES ASSOCIEES AUX MALADIES
INFLAMMATOIRES DE L’'INTESTIN : Etude de 47 cas

TITSAOUID . DJADEL T.

Service d’hépato-gastro-entérologie , CHU de Sidi-Bel Abbés.

N°11- INTERET DES ANTICORPS ANTI-C1q DANS LA NEPHRITE LUPIQUE : Etude

préliminaire sur 42 cas.
DJENOUHAT K., MESSAOUDI H.?, ARRADA M., ABBADI M.C. "
1: Service Immunologie, Institut Pasteur d'Algérie, Algérie.
2 : Service de Médecine Interne, CHU Alger-Centre, Algérie.

N°12- ETUDE DES DEFICITS IMMUNITAIRES PRIMITIFS : A PROPOS DE 13
CAS REPERTORIES DANS L’ALGEROIS
KECHOUT N., FLICI Y., ARDJOUN. M.?, ABBADI. M.C. "
1: Service d'lImmunologie , Institut Pasteur d'Algérie, Alger.
2 : Centre de Transfusion Sanguine de I'Armée, Ain Naadja, Alger.

N°13- ETUDE DU POLYMORPHISME DES ALLELES DRB1 ASSOCIE AU

DIABETE DE TYPE 1 DANS LA POPULATION ALGERIENNE.
BENYAHIA A. "), RAACHE R.”, BOUDJEMAA A.), BENTADINI A. | AZZOUZ M.®
BOUDIBA A.", LASSET ©, ABBADI M.C.?

. Laboratoire Central de Biologie, Hépital Parnet., Alger.

: Service d'Immunologie, Institut Pasteur d'Algérie, Alger.

. Universite des Sciences et de la Technologie d’'Oran.

: Centre de transfusion sanguine de Bologne (ltalie).

: Service de Diabétologie, CHU Mustapha.

: Service de Pédiatrie, Hopital Parnet, Alger
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N°13

EFFECT DE L'INTERLEUKIN-27 SUR LA PRODUCTION DES IMMUNOGLOBULINES HUMAINES
Amel Boumendiel, Lina Tawk, René de Waal Malefyt, Hans Yssel et Jérome Péne
INSERM U454, Montpellier, France, Schering-Pough Biopharma, Palo Alto, CA

La commutation isotypique, aboutissant & la capacité des lymphocytes B naifs de transformer la
production dymmunoglobulines (Ig)M vers celle dygG, IgE ou IgA, est le résultat dyn processus de
recombinaison d\ADN (la "class switch recombinaison"), régulé par lyaction de cytokines, ainsi que par
des interactions cellulaires qui impliquent le CD40 et son ligand CD154. Récemment, il a ét¢ montre
dans la littérature que WL-27 est un facteur de commutation spécifique pour la production des IgG2a par
les lymphocytes B murins, isotype qui présenterait la plus grande homologie fonctionnelle avec les IgG1
humaines. Dans la présente étude, nous montrons que WL-27 humaine induit la production des IgG1
par les cellules B spléniques et périphériques naives CD27- IgD+, IgG-, mais qu'elle est sans effet sur
la production des IgG2, IgG3 et IgG4 par ces cellules. La notion que [lL-27 serait un facteur de
commutation isotypique spécifique des IgG1 est renforcée par la mise en évidence par RT-PCR de
I'expression des transcrits IB-Cu résultant de la formation des cercles ADN d'épissage Sf-Su. En
revanche, I'lL-27 n'induit pas la production des IgG1 pas les cellules B naives du sang de cordon, qui
expriment pourtant les deux chaines composant le récepteur a I'lL-27, mais a des niveaux moindres que
leurs homologues isolés du sang périphérique ou de la rate. L'interféron-p est sans effet sur 'expression
de ce récepteur, et n'a pas non plus d'effets synergiques, en combinaison avec I'lL-27, sur la production
d'lgG1. Comparativement aux effets de I'lL-21, également un facteur de commutation des IgG1, ainsi
que des IgG3 humaines, ceux induits par I'lL-27 sont relativement modestes et portent exclusivement
sur la production des IgG1. Dans I'ensemble, ces résultats indiquent une redondance partielle des
facteurs de commutation conduisant a la synthése des IgG1 et renforcent la notion d'équivalence entre
les IgG1 humaines et les IgG2a murines, basée sur une régulation commune de leur production par I'lL-
27.

N°14

CONDITIONAL UPREGULATION OF IL-2 PRODUCTION BY P38 MAPK INACTIVATION IS
MEDIATED BY INCREASED ERK1/2 AND NFAT ACTIVITIES.

Olga Kogkopoulou and George Thyphronitis

FRE 2942, CNRS, 7 rue Guy Moquet, 94801 Villejuif.

The p38 mitogen activated protein kinase (MAPK) regulates many cellular processes in almost all
eukaryotic cell types. In T cells, p38 was shown to regulate thymic development and cytokine
production. Here, the role of p38 on interleukin-2 (IL-2) production by human peripheral blood CD4+ T
cells was examined. When T cells were stimulated under weak stimulation conditions, both
pharmaceutical and molecular p38 inhibitors induced a dramatic increase of IL-2 production. In contrast,
IL-2 levels were not significantly affected when strong stimulation was provided to T cells. The increase
in IL-2 production, following p38 inhibition, was associated with two molecular events that are crucial for
IL-2 production, a strong upregulation of Erk1/2 activity and increased NFAT transcriptional activity that
induced upregulation of IL-2 gene transcription. Both Erk and NFAT inhibitors were able to counteract
the effect of p38 inhibition on IL-2 production further supporting the conclusion that p38 mediates its
effect through Erk and NFAT. These results strongly suggest that the p38 kinase, through its ability to
control Erk activation levels and NFAT transcriptional activity, acts as a gatekeeper that prevents
inappropriate IL-2 production.
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Dans ce travail de recherche, nous abordons la synthése des IgE a travers deux
aspects essentiels :

-un aspect fondamental qui, tout en étant basé sur I'utilisation de la cytométrie en
flux, des méthodes de tri cellulaire et des techniques de biologie moléculaire, aborde
les mécanismes de la commutation isotypique et le réle de I'lL-27 dans les lymphocytes
B humains en culture;

-et un aspect appliqué qui, ayant été réalisé sur des prélévements sanguins chez
une population de soixante-quinze (75) enfants asthmatiques de Annaba (Algérie), est
basé sur diverses méthodes d'immunoanalyse.

Dans ce contexte, nous avons mis notamment en évidence l'expression d'un
récepteur fonctionnel de I'lL-27, comprenant les sous unités TCCR et gp130 sur les
cellules B naives du sang de cordon humain. Cependant, nous relevons le fit que leur
expression est faible par rapport aux cellules B spléniques naives et mémoires.

Puis, nous avons montré que cette cytokine augmente la production d’'IgE induite
par I'lL-4 par les cellules B naives stimulées avec I'anti-CD40 sans pour autant avoir
d’effet sur l'induction de I'activité du promoteur du germline Ce. Cette cytokine favorise
la commutation isotypige et la différenciation des cellules B naives en plasmocytes et
induit la production des IgG1 par les cellules naives de la rate CD19+CD27-IgD+IgG- et
les cellules B du sang de cordon, activées par l'intermédiaire de CD40. Toutefois, ces
effets restent modestes par rapport a ceux de IlL-10 et I'lL-21 et régulent
exclusivement la production d'lgG1.

Enfin, I'étude clinicobiologique a démontré la fréquence (75%) de l'atopie
(capacité génétique a synthétiser des IgE vis-a-vis des antigénes de I'environnement) et
des sensibilisations (surtout allergénes liés a I'habitat) dans cette population. Le dosage
des IgEs parait étre un bon marqueur biologique de la sensibilisation dans cette
population dans laquelle les pneumallergénes constituent des facteurs
environnementaux trés souvent impliqués dans la genése des crises d’asthme et leur
sévérité. Quant aux sensibilisations alimentaires, moins fréquentes (9/75) et toujours
associées a des IgEs aux acariens, elles semblent correspondre plus a une
polysensibilisation qu’a une vraie allergie alimentaire. L'intérét de 'ECP, marqueur
d’activation des éosinophiles, dans I'évaluation de la sévérité de I'asthme et du degré de

sensibilisation allergénique a ainsi été mis en évidence.
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