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Cycle de vie de Plasmodium chez 'Homme. (A) Le cycle hépatigue,
durant lequel les sporozoites véhiculés par les moustiques
infectent des cellules du foie, devenant des trophozoites (1,2). Le
noyau des trophozoites se divise en 8-20 copies, et le tout se
nomme un schizonte (3). Le schizonte se rompt et libére des
mérozoites dans le sang (4) et les mérozoites infectent les GRs (5).
Le mérozoite devient un trophozoite, et recommence le cycle
schizogonique, propageant l'infection dans le sang (6). Certains
mérozoites deviennent des gémétocytes lorsqu'ils entrent dans le
sang (7) et ces gamétocytes sont subséquemment ingérés par les
moustiques (8). Le parasite se reproduit sexuellement dans le
moustique ({9-11), et des nouveaux sporozoites sont générés.

Figure tirée du site internet du Center for disease control.

Schéma démontrant la différenciation des cellules T auxiliaires
CD4. Suite a la stimulation du récepteur des cellules T (TCR) par le
peptide antigénique relié a la molécule du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe I { CMH 1) d'une cellule
présentatrice d’antigéne (CPA), les cellules T naives se
différencient vers un profil T;1 ou T42, en fonction des cytokines

auxquelles elles seront exposées. Figure tirée du site de Nature.

Cinétique de parasitémie suite a I'infection par P. ¢. adami souche

DK chez la souris BALB/c TS et MIF KO (Tshikudi Malu et al, 2011).
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Discrimination par cytofluorométrie de flux des basophiles et
mastocytes dans un échantillon de rate de souris BALB/c TS naive.
Une suspension cellulaire de la rate a été préparée (voir
méthodologie pour les détailles) et les cellules ont été marquées
avec des anticorps anti-FCRe-FITC et anti-cKIT-PE. Les basophiles
(cellules FCRe" et cKIT) constituent 0.9% de cet échantillon, et les

mastocytes (cellules FCRe" et cKIT), 1.36%.

Quantification cytofluorométrique du pourcentage des basophiles
(cellules FCRe" et cKIT') dans la rate et la moelle osseuse de souris
BALB/c TS et MIF KO naives. (A) Pourcentage relatif par rapport a
toutes les cellules présentes (n25). (B) Nombre absolu de

basophiles recensées {n24).

Quantification cytofluorométrique du pourcentage des mastocytes
(cellules FCRe" et cKIT") dans la rate de souris BALB/c TS et MIF KO
naives. (A) Pourcentage relatif par rapport a toutes les cellules
présentes (n25). (B) Nombre absolu de mastocytes recensées

(n24).
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Profil des basophiles (FCRe" et cKIT') présents dans la rate chez des
souris TS et MIF KO au 4e jour d’'infection avec la souche P. c.
adami DK. (A) Parasitémie mesurée par |'analyse de frottis
sanguins au 4e jour post-infection chez les individus TS et MIF KO
(n=4). (B) Pourcentage de basophiles déterminés par
cytofluorométrie dans la rate prélevée des souris BALB/c TS et MIF
KO, naives et au 4e jour post-infection (n25). (C) Nombre absolu de
basophiles calculés en fonction du nombre de cellules dans la rate
et le pourcentage estimé par cytofluorométrie dans la rate de
souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 4e jour post-infection
(n24). Les données ont été comparées entre les souris TS naives et
infectes (***, *; p<0.001 et 0.05) et entre les souris TS et MIF KO

infectées (¥, p<0.05) en utilisant un TEST Student.

Profil des mastocytes (cellules FCRe" et cKIT*) présents dans la rate
chez des souris TS et MIF KO au 4e jour post-infection avec la
souche P. c¢. adami DK. (A) Pourcentages de mastocytes
déterminés par cytofluorométrie dans la rate de souris BALB/c TS
et MIF KO, naives et au 4e jour post-infection (n>3). (B) Nombre
absolu de mastocytes estimés par cytofluorométrie dans la rate de
souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 4e jour post-infection
(n=3). Les données ont été comparées entre les souris TS infectes

et MIF KO infectées (¥, p<0.05) avec un TEST Student.
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Profil des basophiles (FCRe" et cKIT) présents dans la moelle chez
des individus TS et MIF KO au 4e jour post-infection avec la souche
DK. (A) Pourcentage de basophiles observés par cytofluorométrie
dans la moelle de souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 4e jour
post-infection (n23). (B) Nombre absolu de basophiles observés
par cytofluorométrie dans la moelle de souris BALB/c TS et MIF KO,
naives et au 4e jour post-infection (n23). Les données ont été
comparées entre les souris TS naives et infectes (***P<0.01) par

un TEST Student.

Pourcentage de parasitémies évalué par frottis sanguins chez des
souris BALB/c TS et MIF KO au 4e jour post infection avec la souche
DS (n23). Les données ont été comparées entre les souris TS

infectes et MIF KO infectées (¥, p<0.05) avec un TEST Student.

Profil des basophiles (FCRe" et cKIT) dans la rate des souris TS et
MIF KO au 4e jour post-infection avec la souche P. c. adami DS.
Gauche: pourcentage de  basophiles déterminé  par
cytofluorométrie dans la rate de souris BALB/c TS et MIF KO,
naives et au 4e jour post-infection (n24). Droite : nombre absolu
de basophiles estimés en fonction du rendement en cellules et les
pourcentages mesurés par cytofluorométrie (n23). Les données
ont été comparées entre les souris TS infectes et MIF KO infectées

(¥, p<0.05) avec un TEST Student.
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(A) Pourcentage de parasitémie mesurées lors de frottis sanguins
au 8e jour post-infection chez les souris TS et MIF KO (n25). (B)
Pourcentage de basophiles déterminés par cytofluorométrie dans
la rate de souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 8e jour post-
infection (n25). (C) Nombre absolu de basophiles dans la rate de
souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 8e jour post-infection
(n24). Les données ont été comparées entre les souris TS naives et
infectes et MIF KO naives et infectées (***P<0.01; *P<0.05) par un
TEST Student.
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DK. (A) Pourcentage de basophiles déterminés par
cytofluorométrie dans la moelle de souris BALB/c TS et MIF KO,
naives et au 8e jour post-infection (n23). (B) Nombre absolu de
basophiles estimés par cytofluorométrie dans la moelle de souris
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Figure Page

2.12 Différentiation des basophiles in vitro & partir de cellules 36
pluripotentes de la moelle osseuse de souris BALB/c TS et MIF KO.
(A) Pourcentages des basophiles (cellules FCRe"cKIT) obtenus par
cytofluorométrie (n=3), suite a la stimulation des cellules de la
moelle osseuse de souris TS et MIF KO avec de I'IL-3 (30 ng/mL)
durant 4 jours. (B) Concentration en IL-4 détectée par ELISA dans

les milieux de différentiation suite a la différentiation (n24).
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RESUME

La résolution de I'infection par Plasmodium, agent responsable du paludisme, semble étre
favorisée par un titre élevé en immunoglobuline G (IgG) cytophile, tandis que la
prédominance des immunoglobulines E (IgE) ou IgG non-cytophiles ne sont pas protectrices.
La production de ces classes particuliers d’anticorps découle d’'une réponse immunitaire
adaptative de type Tyl (IgG cytophiles) ou Ty2 (IgE, 1gG non-cytophiles). Chez les souris
BALB/c, modéle animal trés utilisé pour les études en immunologie, la sélection du type de
réponse adaptative est déterminée par la présence précoce d'interleukine 4 (IL-4) lors de la
réponse innée a I'infection. La source de cet IL-4 chez des modéles infectieux causés par des
trématodes et nématodes (Nippostronglyus brasiliensis et Schisosoma mansoni) a été
identifiée comme étant des granulocytes, soit des basophiles (cellules FCRe+cKIT) ou des
mastocytes (cellules FCRe+cKIT+). Nous avons démontré que des souris BALB/c qui
n’expriment pas le Facteur Inhibiteur de la Migration des Macrophages (Souris MIF KO)
produisent moins d’'iL-4 lors de la phase précoce (jour 4) d’infection par Plasmodium
chabaudi adami DK (modeéle expérimental de malaria), comparativement aux souris de type
sauvage (Souris wild-type : TSTS). Dans la présente étude, nous avons évalué si le profil
d’expansion de la population de granulocytes différe chez les souris déficientes en MIF par
rapport aux souris TS, lors de l'infection par P. ¢. adami DK. A titre de comparaison, la
souche P.c. adami DS qui confére une réponse précoce avec un plus fort biais T,;2 a été aussi
utilisée. Nous avons évalué indirectement dans quelle mesure les basophiles et mastocytes
pourraient étre impliqués dans la production d'IL-4 lors de l'infection malarique. Pour ce
faire, un double marquage avec anticorps spécifiques au FCRe et cKIT a permis d'étudier
I'évolution des populations de basophiles (cellules FCRe+cKIT-) et mastocytes (cellules
FCRe+cKIT+) chez les souris TS et MIF KO durant l'infection. Nous avons aussi mesuré la
production d'IgE sanguin ainsi qu'effectué des expériences de différentiation de cellules
pluripotentes chez ces souris dans le but de mesurer I'étendue d'un possible phénotype qui
favorise I'expansion des granulocytes chez les deux génotypes. Nos résultats montrent que
les basophiles représentent la population qui rentre en expansion le jour 4 post-infection
chez les souris TS durant I'infection avec la souche DK et la souche virulente DS, et tel
qu'attendu, cette expansion est d’avantage accentuée durant I'infection par la souche DS.
Dans les deux cas d’infection évalués, I'expansion des basophiles était nettement affaiblie
chez les souris MIF KO infectées. Nos données ont démontré que les souris MIF-KO
sécretent moins d'lgE que les souris TS, et une différentiation plus faible des précurseurs en
basophiles a été constatée a partir de précurseurs de la moelle osseuse des cellules MIF KO.
Dans I'ensemble, nos résultats suggérent que durant Finfection, le MIF facilite I'expansion
des basophiles par un mécanisme qui reste a étre déterminé.




1. INTRODUCTION GENERALE

1.1 La problématique

La malaria est une maladie tropicale affectant I’'Homme, qui est responsable
de plus d’'un million de morts infantiles a chaque année (Pierce et Miller, 2009). La
mortalité associée a la malaria est si importante qu’elle a permis la sélection de
I'allele d’hémoglobine S, allele offrant une résistance a la malaria sévére lorsque
hétérozygote et ce, malgré le fait que 'homozygotie de cet alléle entraine I'anémie
falciforme, une autre maladie ayant un haut taux de mortalité (Molineaux, 1985).
L’agent causal de la malaria est un protozoaire parasite intracellulaire obligatoire,

Plasmodium sp., qui a pour vecteur le moustique de la sous-famille Anophelinae.

Le parasite Plasmodium posséde un cycle de vie complexe, ayant une phase
sexuée chez son vecteur et une phase asexuée chez son hote vertébré. Plasmodium
est inoculé sous forme de sporozoite chez ’'Homme par une piqlre de moustique.
Les sporozoites infectent les cellules hépatiques et, six a seize jours plus tard
provoquent leur rupture et le relachement subséquent de mérozoites dans le sang.
Ces derniers infecteront les globules rouges (GR), entrainant ultimement leur lyse et
la réinfection subséquente d’autres GR par les mérozoites libérés (Girard et al.,
2007). Lors de cette rupture, des produits issus du métabolisme parasitaire ainsi que
des GRs eux-mémes seront relachés dans le sang, notamment I’héme (HE) dérivé de
I’'hémoglobine (Hb) (Pamplona et al, 2007) et I'hémozoine (HZ), ou pigment
malarique, un polymére de protoporphyrine IX issu de la détoxification de I'HE par

Plasmodium (Coban et al., 2007). La déplétion subséquente des GRs et

I'accumulation de ces produits contribuent aux symptémes associés au paludisme.

Il a été observé chez 'Homme gu’il existe une corrélation entre un titre élevé

d’immunoglobulines (Ig) G ayant une haute affinité de fixation pour les récepteurs




Fc des cellules phagocytes (IgG cytophiles) et moins de morbidité (Bouharoun-
Tayoun et Druilhe, 1992; Rogerson, Wijesinghe et Meshnick, 2010). A V'inverse, des
concentrations élevées en IgE et en isotypes IgG non cytophiles sont caractéristiques
d’un état clinique détérioré chez des personnes infectées (Tangteerawatana et al.,
2007). La production de ces différents isotypes d’anticorps est dépendante en partie
du type de cytokines secrétées par les lymphocytes T auxiliaires CD4" (T helpers,
abréviés Tu). Lors du déroulement de la réponse immunitaire adaptative, la
prolifération de ces cellules méne éventuellement & apparition d’un profil de
cytokines particulier. Deux populations prédominantes de lymphocytes T CD4
auxiliaires, Ty1 et Ty2, sont responsables des profiles de cytokines différentes, et en
général la réponse immunitaire se polarise vers I'un de ces deux types (Romagnani,
1997). Les lymphocytes CD4" de type Tyl secrétent de IiInterféron-y (IFN-y),
cytokine qui favorise la production d’lgG cytophiles par les lymphocytes B lors de la
commutation de classe. Ces anticorps interagissent avec des cellules qui expriment
de récepteurs spécifiques a leurs régions Fc et facilitent la phagocytose et
élimination des cellules infectées. Les lymphocytes Ty2 sont caractérisés par la
sécrétion d’interleukine-4 (IL-4), cytokine qui favorise la production d’IgE ainsi que
d’lgG non-cytophiles par les lymphocytes B. Ainsi, les réponses de type Tyl 3 une
infection par Plasmodium sont désirables, les 1gG cytophiles subséquemment
produits conférant une immunité protectrice tout en participant a l'inhibition
cellulaire dépendante des anticorps, un processus par lequel les parasites opsonisés
par ceux-ci sont liés par les récepteurs Fc des monocytes, menant a la sécrétion
d’inhibiteurs de croissance parasitaire (Bouharoun-Tayoun et Druilhe, 1992). Les
réponses de type Ty2 ne contribuent pas a la résolution de linfection. Elles
ralentissent I’élimination de I'infection mais aussi elles contribuent a la pathologie
par la formation de complexes immuns IgE pro-inflammatoires (Maeno et Perimann,

2000).



L'induction des réponses de type Ty2 dépend de cellules capables de
produire d’'IL-4 trés tot durant I'infection, afin de promouvoir la différentiation des
cellules T CD4 naives en cellules T2, lesquelles ensuite sont les productrices
principales d’IL-4 (Swain et al., 1990). Dans ce contexte, des cellules non-B non-T
(NBNT) répondant a I'lL-3 ont déja été identifiées comme étant productrices
primaires d’IL-4 durant des infections par le trématode Schistosoma mansoni
(Williams et al., 2004). Des recherches subséquentes portant sur des souris infectées
par Plasmodium chabaudi chabaudi ont identifié les basophiles/mastocytes comme
étant la source probable de la majorité de I'lL-4 au pic de l'infection (Helmby,
Kullberg et Troye-Blomberg, 1998). Les basophiles ont par ailleurs été identifiés
comme contributeurs principaux a la production d’IL-4 par les cellules NBNT durant
I'infection par Nippostronglyus brasiliensis, un nématode parasite du systéme
gastro-intestinal provoquant une forte réponse Ty2 (Min et al., 2004). Il a aussi été
déterminé que les basophiles sont capables d’induire par eux-mémes le
développement de lymphocytes T2 in vitro sous certaines conditions (Yoshimoto et
al., 2009). Les mastocytes sont aussi soupgonnés de contribuer au démarrage de la
réponse T,2, puisque lorsqu’ils sont exposés a des substances oxydantes, ils
sécrétent de I'lL-4. De plus, il a été démontré que les mastocytes sont sensibilisés a
la production et a la sécrétion d’IL-4 par leur statut d’oxydoréduction — le stress
oxydatif augmentant la production de cette cytokine (Wolfreys et Oliveira, 1997).
Comme les basophiles et les mastocytes partagent des origines et propriétés
similaires, il est possible qu’'un mécanisme redox-dépendant soit responsable de
I'activation des deux types cellulaires (Swindle et Metcalfe, 2007 ; Yoshimaru et al.,

2002).

Les produits de dégradation de I'Hb par le parasite, 'HE et I'HZ, sont

reconnus comme des oxydants qui stimulent les macrophages (M¢) a phagocyter



d’avantage des GRs oxydés (Cambos et Scorza, 2010) et qui générent de métabolites
secondaires par interaction directe avec les lipides membranaires des GRs (Arruda,
Graga-Souza et Barja-Fidalgo, 2005 ; Carney et al., 2006). L'HE libre issue des GR
parasités est d’une importance particuliére en raison de son hydrophobicité élevée,
permettant au fer hautement oxydant contenu dans son anneau protoporphyrique
IX de traverser les membranes cellulaires et d’influencer la machinerie cellulaire en
générant des espéces réactives de l'oxygéne (EROs) (Ferreira et al., 2008).
L'ingestion de ces substances par les Mg stimule la sécrétion du Facteur d’Inhibition
de la Migration des Macrophages (MIF), une cytokine pro-inflammatoire ayant entre
autres un effet inhibiteur sur I'érythropoiése ainsi qu’un réle possible en tant que

modulateur de la réponse Ty2 (Tshikudi Malu et al., 2011 ; Martiney et al., 2000).

Nous avons démontré que des souris BALB/c qui n’expriment pas le MIF
(Souris MIF KO) produisent moins d’IL-4 lors de la phase précoce (jour 4) d’infection
par Plasmodium chabaudi adami DK (modéle expérimental de malaria),
comparativement aux souris de type sauvage (Souris wild-type : TS). Nous émettons
I'hypothése que la présence de MIF permet [|’expansion des granulocytes
producteurs d’IL-4 lors de la phase précoce d’infection. Pour confirmer cette
hypothése, nous avons évalué si le profil d’expansion de la population de
granulocytes differe chez de souris déficientes en MIF par rapport aux souris TS, lors

de l'infection par P. c. adami DK.




1.2 L'état des connaissances

1.2.1 Le cycle de vie de Plasmodium

La malaria est causée chez I'Homme par I'une des cing espéces de protozoaires du
genre Plasmodium, soit P. vivax, P. ovale, P. malarie, P. falciparum et P. knowlesi.
Transmis a leur héte par une piglire de moustique du genre‘ Anopheles, les
sporozoites migrent jusqu’au foie ou ils infecteront des hépatocytes de fagon
asymptomatique pendant approximativement six jours (Figure 1.1 1 3 4). Les
sporozoites auront a ce point mené a la création de dizaines de milliers de
mérozoites. Ceux-ci se retrouveront dans le sang, infectant ainsi les GRs (Figure 1.1
5). Le stade sanguin de la maladie comporte des formes sexuées ainsi qu’asexuées:
les premiéres menent a la production de 8-20 nouveaux mérozoites durant chaque
période de 48 heures et sont responsables des signes associés a la malaria,
notamment I'apparition de frissons importants, 'augmentation de la sudation et
I’'apparition de fievre de par le fait qu’elles provoquent la rupture des GR affectés
lors de leur sortie (Figure 1-1 6). Certains mérozoites deviendront des gamétocytes
non-pathogénes hors des érythrocytes et serviront a la reproduction sexuée et a la
transmission du parasite lors d’'une piglre subséquente par un moustique

Anopheles (Greenwood et al., 2008 ; Sadanand, 2010) (Figure 1.1 7 a 12).
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Figure 1.1: Cycle de vie de Plasmodium chez 'Homme. {A) Le cycle hépatique, durant lequel les
sporozoites véhiculés par les moustiques infectent des cellules du foie, devenant des trophozoites
{(1,2). Le noyau des trophozoites se divise en 8-20 copies, et le tout se nomme un schizonte (3). Le
schizonte se rompt et libére des mérozoites dans le sang (4) et les mérozoites infectent les GRs {5). Le
mérozoite devient un trophozoite, et recommence le cycle schizogonique, propageant l'infection
dans le sang (6). Certains mérozoites deviennent des gamétocytes lorsqu'ils entrent dans le sang (7)
et ces gamétocytes sont subséquemment ingérés par les moustiques (8). Le parasite se reproduit
sexuellement dans le moustique (9-11), et des nouveaux sporozoites sont générés. Figure tirée du

site internet du Center for disease control’.

! http://www.cdc.gov/dpdx/malaria/index.htm!




1.2.2 Les métabolites malariaux

Lors de I'infection intra-érythrocytaire, le parasite se nourrit de I’Hb de I’'héte afin de
produire des acides aminés libres ainsi que pour réguler sa pression osmotique (Lew,
Tiffert et Ginsburg, 2003). Ceci meéne a I'accumulation d’HE libre potentiellement
toxique qui résulterait en l'inhibition du métabolisme du parasite, ét éventuellement

a sa lyse (Orjih et al., 1981).

Ainsi, pour se protéger des effets oxydants de I'HE, Plasmodium posséde un
mécanisme de détoxification de I'HE par lequel I'HE libre produite lors de cette
digestion est convertie en un polymeére insoluble nommé hémozoine (HZ) (Carney et
al., 2006). Ainsi, suite a la digestion de I'Hb par Plasmodium, de I'HE oxydé, de I'HZ
ainsi que des EROs sont produits par le mécanisme malarique de détoxification de
I’'HE (Fitch et Kanjananggulpan, 1987 ; Omodeo-Sale et al., 2005). Ces métabolites
sont subséquemment relachés lors de la lyse des GRs infectés, en plus de
composantes cellulaires comme des fragments de membranes lipidiques (Sherman,

1998).
1.2.3 ’hémozoine

L'HZ issue de la rupture des GR est rapidement phagocytée par des neutrophiles et
monocytes avoisinants. Des études par microscopie confocale ont déterminé que
I’'HZ est observable plus de 72h suivant son ingestion, ce qui implique que I'HZ est
réfractaire a la destruction usuelle par flambée oxydative qui est réservée au
matériel phagocyté, ainsi qu’a la dégradation par I'enzyme héme-oxygénase-1
(Schwarzer et al., 2001). L'HZ est capable de générer des métabolites secondaires
hautement réactifs en interagissant avec lipides membranaires des érythrocytes,
comme le 4-hydroxy-2-nonenal et l'acide 15-S-hydroxyeicosatetraenoique. Ceci

semble étre le mécanisme par lequel I’'HZ inhibe sa destruction par la flambée




oxydative, puisque I'HZ purifiée de débris de GRs n’inhibe plus la flambée oxydative
(Carney et al., 2006). En plus d’affecter la flambée oxydative, I'HZ perturbe plusieurs
autres fonctions cellulaires, notamment la phagocytose, la destruction de bactéries,
de mycétes ou de cellules cancéreuses ingérées (Carney et al., 2006 ; Schwarzer et
al., 1998) et la réponse a I'lFN-y (Schwarzer et al., 1998). Une augmentation de la
concentration en HZ stimule par ailleurs la sécrétion de molécules
immunomodulatrices comme la prostaglandine E; ainsi que le MIF (Martiney et al.,

2000).

Il a aussi été démontré que I'HZ est en mesure d’agir comme ligand de Toll-
Like Receptor 9 (TLR-9) - un récepteur a reconnaissance de motifs généraux - et
donc comme activateur des cellules portant ce récepteur au niveau de 'immunité
innée (Coban et al., 2007). Au niveau de I'immunité adaptative, I'HZ a été identifiée
comme une substance capable de moduler I'activité des cellules dendritiques,
menant a une plus faible activation de lymphocytes T (Millington et al., 2006). Il
existe deux types d’HZ utilisés expérimentalement, soit I’'HZ synthétique synthétisée
en laboratoire — nommé dans la littérature B-hématine - et ’HZ native purifiée de
sources primaires. Cette distinction est importante dans la mesure ou les deux ne

générent les mémes réactions dans des conditions identiques (Coban et al., 2007).

L'HZ a aussi été démontrée comme étant en mesure de provoquer
directement la sécrétion de MIF, une cytokine ayant un réle important au niveau de

la régulation de la réponse immunitaire adaptative (Martiney et al, 2000).

1.2.4 Le stress oxydatif et la malaria

Il est important de se rappeler que la modulation de I'état redox par Plasmodium et
ses métabolites peut potentiellement mener a des effets autres que

I’'endommagement des cellules affectées. Des EROs sont produites de fagon



constitutive par le métabolisme cellulaire, notamment au niveau de la chaine de
transport d’électrons des mitochondries (Murphy, 2009). Les EROs sont aussi
utilisées par les cellules phagocytaires comme outil pour disposer de leur cible de
phagocytose par I'entremise de la flambée oxydative (Klebanoff, 1980). Néanmoins,
les EROs peuvent causer d’importants dommages a I'environnement cellulaire
lorsque leur production dépas;se la capacité des mécanismes de détoxification du
corps, ce gu’on nomme le stress oxydatif. Il existe toutefois une gradation des effets
liés a 'augmentation des niveaux d’EROs. En effet, des perturbations mineures de
I’état redox semblent faire partie des nombreux mécanismes de signalisation
employés par les cellules pour contréler leurs processus biochimiques en contrélant
I'activation de protéines comme les MAP kinases (Fujimura et al., 2010b ; Jay
Forman et Torres, 2001 ; Ushio-Fukai, 2009). Au niveau du systéme immunitaire, par
exemple, la signalisation par EROs est particulierement importante pour la
polarisation Tyl/ T42 (Frossi et al., 2008 ; Kikuchi et al., 2010). Le stress oxydatif
exercé par les EROs diminue les niveaux d’antioxydants dans l'environnement
cellulaire, en particulier les niveaux de GSH, I'antioxydant le plus important produit
par le corps. Il a été démontré qu’une telle réduction des niveaux de GSH cellulaire
est corrélée avec un affaiblissement du profil Tyl et une augmentation conséquente
du profil T42 (Peterson et al., 1998). Une étude subséquente a identifié le méme
phénoméne au niveau des M¢, qui deviennent polarisés Ty1/ T2 en fonction de
leur ratio GSH/GSSG. Les M¢ sécréteront de I'lL-12 ou de I'lL-10 en fonction de leur
ratio de GSH/GSSG intracellulaire, soit élevé ou faible, respectivement. Ces cytokines
agissant comme régulateurs importants de la polarisation Tyl/ Ty2 dans le corps,
I'état redox des M¢ est donc en mesure de moduler le dénouement des réponses

immunitaires environnantes (Kidd, 2003 ; Murata et al., 2002).
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1.2.5 La réponse immunitaire adaptative

Mitogenic TCR signal +
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Figure 1.2 : Schéma démontrant la différenciation des cellules T auxiliaires CD4. Suite a la
stimulation du récepteur des cellules T (TCR) par le peptide antigénique relié a la molécule
du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1l { CMH I} d'une cellule présentatrice
d’antigéne (APC), les cellules T naives T,0 se différencient vers un profil T,1 ou Ty2, en
fonction des cytokines auxquelles elles seront exposées. Figure tirée du site de Nature®.

Durant la malaria, I'immunité adaptative dépend de la capacité des cellules T

auxiliaires CD4 (Ty) a s’engager dans une voie, le plus souvent Tyl ou Ty2 afin

2

http://www.nature.com/jidsp/journal/v9/n1/fig_tab/5640125f1.html?url=/jidsp/journal/v9/n1/full/5640125a.ht
ml
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d’activer les fonctions nécessaires a I'élimination du parasite (Figure 1.2). Deux
signaux sont requis pour l'activation des cellules T CD4, soient la stimulation du
récepteur de cellules T (R.T) avec un complexe peptide-complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il (CMH |l) présenté par les cellules présentatrices
d’antigéne (CPA) et la co-stimulation des récepteurs CD28 des cellules T CD4 par des
molécules accessoires, soient B7-1 ou B7-2, issues des CPA (Rincon, Flavell et Davis,
2001). La différenciation subséquente en cellule Tyl ou Ty2 dépend du rapport en
cytokines dans I'environnement cellulaire, soit IL-12, IFN-y et TNF-a pour les T41 et

IL-4, IL-13 et IL-6 pour les T2 (Kindt et al., 2006).

L’état redox joue aussi un roéle important dans le développement de ces
types cellulaires, le stress oxydatif les poussant vers un phénotype Ty2 (King et al.,
2006 ; Snelgrove et al., 2006). Suite a ceci, les lymphocytes Tyl ou Ty2 exprimeront
le récepteur d’IL-2 tout en sécrétant la cytokine elle-méme, mécanisme faisant
office de signal de prolifération (Rincon, Flavell et Davis, 2001). Dans le cas des
cellules Tyl, les cellules dendritiques activées par la stimulation de leurs TLR par des
produits du non-soi, comme des peptides d'origine parasitaire, exprimeront
davantage le CMH Il ainsi que les cytokines IL-6, IL-23 et plus particulierement I'lL-12
et les signaux co-stimulateurs nécessaires a I'activation cellulaire (Mikhak et Luster,
2009). En réponse, les lymphocytes Tyl secretent de I'lFN-y qui stimulera les CDs et
Mo environnants a produire d’avantage d’iL-12 (Kim et al., 2004) ainsi qu’a inhiber

I’expansion des populations Ty2 (Kindt et al., 2006).

L’activation du phénotype Ty2 est un phénomeéne encore trés peu connu
durant la pathologie malarique. Il est bien connu qu’un environnement ou il y a
prédominance de substances oxydantes mene préférentiellement a des réponses de
type Tw2 (Kikuchi et al., 2010; Tripathi, Singh et Arora, 2008).Paradoxalement,

malgré le fait que I'lL-4 soit 'une des cytokines les plus importantes sécrétées par
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les lymphocytes T2, ceux-ci ont besoin d’une source externe de cette cytokine afin
d’entamer leur différenciation en Ty2 (Kindt et al., 2006). De plus, les cellules
dendritiques ne peuvent pas induire ce type de réponse puisqu’elles sont incapables
de produire I'lL-4 (Macatonia et al., 1993). Ainsi, il doit exister un type cellulaire
autre que les cellules dendritiques qui est responsable de la production initiale d’IL-4

nécessaire aux réponses Ty2.

1.2.6 La malaria chez les souris

L'infection par Plasmodium est résolue par une réponse Tyl et T,2. En effet, la
phase aiglie de la malaria est maitrisée par les réponses de type T,1. Il a en effet été
déterminé que lors d’une infection, la production de la cytokine Ty1-modulante IFN-
y augmente dramatiquement jusqu’au pic infectieux. La réponse Ty2 prend la reléve
lorsqu’une infection devient chronique, mais est aussi soupgonnée comme étant
nécessaire a la clairance compléete du parasite. En effet, I'immunité a long terme
contre Plasmodium dépend d’anticorps spécifiques 1gGl chez la souris, qui
découlent d’une réponse T2 efficace (Taylor-Robinson, 1995). Une exploration plus
approfondie des détails de cet équilibre T41/Ty2 est possible par I'entremise de
I'utilisation de deux souches de Plasmodium chabaudi adami, les souches DK et DS.
La souche DK est une souche qui provoque une infection qui est résolue aprés 12
jours d’infection, est qui est un trés bon modele pour étudier la réponse
immunitaire adaptative (Taylor-Robinson, 1995). La souche DS se réplique plus
rapidement, est induite une infection mortelle, en partie parce qu’elle génére une
production plus importante d’IL-4 que la souche DK lors de la phase précoce

d’infection (3-4° jour d’infection) (Phillips, 2010).
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1.2.7 L’élimination du parasite

Des études impliquant le transfert passif d’anticorps ont permis de déterminer que
Pimmunité protectrice contre Plasmodium dépend du type et de la quantité
d’anticorps antiparasitaires présents dans le sérum du patient (Cohen, McGregor et
Carrington, 1961), soient les Ig cytophiles 1gG1/1gG3 chez les humains et les IgG2a
chez les souris, ayant comme mécanisme d’action principal 'inhibition anticorps-
dépendante a médiation cellulaire (ADCI) des cellules affectées. La production d’IFN-
y est essentielle pour la production de ces anticorps, mais bloque la production
d’lgG et d’IgE, qui contribuent grandement a la pathologie en stimulant la libération
d’histamine par les basophiles et les mastocytes, et aussi dans le cas de malaria
cérébrale par la formation de complexes immuns pro-inflammétoires (Bouharoun-

Tayoun et Druilhe, 1992 ; Snapper, Peschel et Paul, 1988).

Ainsi, I'infection chez la souris BALB/c par P. c. adami, 'espece de parasite
utilisée dans notre laboratoire, est contrélée par l'activation des M¢ et par la
commutation isotypique de la production d’anticorps produits par les lymphocytes B
d’lgM a IgG cytophiles sous I'égide des lymphocytes Ty1 (Taylor-Robinson, 2010). Il a
été observé que les souris infectées par Plasmodium c.chabaudi AS, un parasite qui
ressemble P.c. adami DK, développent une réponse robuste de type Ty2, et ce
particulierement autour du pic de parasitémie (8° jour d’infection). Des analyses
cytofluorométriques de lymphocytes spléniques et sanguins ont montré gu’il existe
une population de NBNT répondant a I'lL-3 qui est activée concurremment, soit
entre 9 et 23 jours apres l'infection avec un pic a 15 jours. Cette population en
expansion correle avec I'apparition d’une population cellulaire qui, suite a une
stimulation par l'IL-3, produit de I'lL-4 et de I'lL-6 de fagon partiellement
indépendante a une stimulation par le récepteur a haute affinité des IgE (FcRe)

(Helmby, Kullberg et Troye-Blomberg, 1998). Des études subséquentes ont été
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effectuées en utilisant Schistosoma mansoni. Ce dernier est un trématode parasite
cliniquement important chez 'Homme, causant une pathologie qui initialement est
superficiellement similaire a celle issue de Plasmodium, qui s’appelle la bilharziose
intestinale. Il a été déterminé que durant la bilharziose, I'infection par S. mansoni
induit une réponse de type T42. Il a aussi été possible d’identifier chez les souris
affectées une population cellulaire FcRe-positive, représentant 0.53% des cellules
NBNT isolées de rates de souris et produisant de I'lL-4 lorsque exposée a des

antigénes parasitaires (Williams et al., 2004).

Ces observations suggérent que les cellules NBNT sont probablement des
basophiles et/ou des mastocytes, et qu’elles sont impliquées dans la production
initiale d’IL-4, responsable du développement d’une réponse de type Ty2. Les deux
types cellulaires sont notamment sensibles a I'lL-3, expriment le FcRe de fagon
constitutive, (Lantz et al., 1998 ; Pawankar, 2001) et sont d’ailleurs connues comme
étant en mesure de produire rapidement de I'lL-4 (Min et al., 2004 ; Weiss et Brown,

2001).
1.2.8 Les basophiles

Les basophiles sont les granulocytes les moins communs du sang, tant chez 'humain
que chez la souris, composant moins d’un pour cent de leur nombre total. Ils sont
présents dans la moelle et la rate dans des proportions similaires. Les basophiles
sont générés dans la moelle osseuse a partir de progéniteurs granulocyte-monocyte,
tout comme les mastocytes. Leur cycle de vie, qui dure quelques jours, les voit
arriver a maturation dans la moelle osseuse, puis étre évacués dans le sang, ou ils
restent jusqu’a leur élimination (Schroeder, 2009;Huang et al, 2009; Karasuyama et
al, 2007; Galli et Wedemeyer, 2000). Jusqu’a trés récemment, il a été difficile

d’isoler les basophiles en partie a cause de leur court cycle de vie, mais aussi di au
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fait que ces cellules n’exhibent pas de marqueurs de surface spécifiques. Leur
identification est possible en effectuant un marquage double pour détecter le

phénotype FcRe * et ckit (Huang et al., 2009, Crocker et al, 2004; Angata et al, 2001.).

Suite au développement d'un modéle murin permettant de localiser
facilement I'lL-4 par Min et al (2004), il a été constaté que les basophiles expriment
constitutivement de I'lL-4. Hl a d’ailleurs été démont‘ré que des infections associées a
une polarisation Ty2, telles que l'infection avec Nippostronglyus brasiliensis, un
nématode parasite, se caractérisent par une accumulation de basophiles
partiellement IL-3-dépendante mais FceR-indépendante. Ces cellules sont une
source importante d’IL-4 pour I'organisme, ayant un pic de production autour du 9°
jour d’infection. La production d’IL-4 par les basophiles ne nécessite pas la présence
d’IL-4 préalable, ni une stimulation au niveau du FceR. Néanmoins, I'lL-3 et I'IL-18
produites par les lymphocytes T CD4" augmentent la production d’IL-4 par les
basophiles. Les lymphocytes T CD4" et le systéme IL-3/IL-3R sont aussi nécessaires
pour la migration des basophiles d’un tissu a I'autre durant I'infection (Min et al.,
2010 ; Min et al., 2004). L’augmentation de production d’IL-4 a été associée a une
prolifération des basophiles, dont la population passe de 0.6% des cellules recensées
dans la moelle osseuse jusqu’a 1.5% durant l'infection. Leur production d’IL-4 a
d'ailleurs une origine différente de celle des lymphocytes T CD4", puisque les
basophiles n’expriment pas GATA-3, le facteur de transcription régulant la

production d’IL-4 par les lymphocytes T2 (Min et al., 2004).

Expérimentalement, les basophiles sont souvent activés par I'entremise d’un
pontage des IgE fixés sur leurs FceRl (Sokol et Medzhitov, 2010). Par I'intermédiaire
d’une présentation antigénique via le CMH Ii, les basophiles semblent capables de
promouvoir la prolifération des lymphocytes T CD4" de fagon spécifique a I'antigéne

vers le phénotype Ty2 et provoquent une augmentation du rapport IgE/IgG1
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(Perrigoue et al., 2009 ;Yoshimoto et al., 2009). Ces résultats suggérent que les
basophiles seraient le type principal de CPA lors d’une réponse de type Ty2 (Mikhak
et Luster, 2009). En plus du pontage des IgE, il existe d’autres mécanismes
d’activation chez les basophiles, notamment l'activation par des protéases de
maniere FCRe indépendante. Sokol et a/ (2010) ont démontré que le traitement des
basophiles avec des protéases telle la papaine les aménent a secréter de I'lL-4, tout
en exprimant davantage le CMH 1l ainsi que les mo.IécuIes de co-stimulation requises

pour I'activation des lymphocytes T CD4".

1.2.9 Les mastocytes

Les mastocytes, comme les basophiles, sont des granulocytes provenant de la
moelle osseuse. Contrairement aux basophiles, ils ont un cycle de vie similaire a
celui des macrophages : expulsés dans le sang, ils ne terminent leur maturation que
lorsqu’ils sont entrés dans un tissu vascularisé, ou ils survivent pendant quelques
mois. Une revue de la littérature n’a permis de découvrir aucune valeur comparative
quant a I'abondance des mastocytes dans différents tissus (Galli, Borregaard et
Wynn, 2011; Galli et Wedemeyer, 2000). Tout au plus il ne devrait pas y avoir de
mastocytes matures circulant dans le sang - les mastocytes se développent dans la
moelle, et ne deviennent matures seulement lorsqu'ils sont rendus dans leurs tissus
cibles (Chen et al, 2005). Les mastocytes sont identifiés par leur récepteurs de
surface - FceR * et Ckit" (Galli, Borregaard et Wynn, 2011; Ryan et al; 2007 Galli et al,
2005)

La production d’IL-4 par les mastocytes semble étre gérée de fagon plus
directe que chez les basophiles. Le mécanisme principal de sécrétion d’IL-4 est régi
par une stimulation au niveau du FcRe par des IgE (Weiss et Brown, 2001). Une

sécrétion subséquente est rapidement possible, puisque les mastocytes sont en
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mesure de ré-initier la transcription des génes codant pour cette cytokine 15
minutes aprés la sécrétion initiale. Il a été observé qu’une flambée oxydative a lieu
dans les mastocytes suite a la stimulation par I'lgE, et qu’une suppression des EROs
produites inhibe la sécrétion d’IL-4 (Yoshimaru et al., 2002). Ainsi, I'état redox des
mastocytes est un mécanisme modulateur important de leur état fonctionnel
(Swindle et Metcalfe, 2007; Wolfreys et Oliveira, 1997), les EROs agissant comme
activateurs pour ces cellules. Il a par ailleurs été établi que le stress oxydatif cause
via la production d’EROs une sensibilisation a la sécrétion d’IL-4 chez ces cellules

(Wolfreys et Oliveira, 1997).
1.2.10 Le facteur d’inhibition de la migration des macrophages

Le facteur d’inhibition de la migration des macrophages (MIF) est une cytokine pro-
inflammatoire produite principalement par 'hypophyse ainsi que par les M¢ et les
lymphocytes T (Bucala, 1996). La production de MIF est constitutive a bas niveaux,
mais aussi induite, étant provoquée par la sécrétion de glucocorticoides, et semble
avoir pour effet de modérer leur action sur le systéme immunitaire (Donnelly et
Bucala, 1997). Le MIF est aussi sécrété par les Mo et les lymphocytes T lors d’une
exposition aux lipopolysaccharides (LPS) issus des membranes cellulaires externes
des bactéries gram négatives. Le MIF annule de maniére dose-dépendante I'effet
inhibiteur des glucocorticoides sur la production de cytokines pro-inflammatoires
chez les M¢ stimulés par des LPS Sakamoto et al., 2002). Son expression est

constitutive, mais est plus grande pour les cellules de type T2 (Bacher et al., 1996).

Le MIF joue un réle important au niveau de la régulation de I'inflammation
dans le corps et est impliqué dans la genése des réactions d’hypersensibilité de type
IV (Bloom et Bennett, 1966 ; David, 1966). Plus récemment, un lien entre le MIF et

les réactions d’hypersensibilité de type | comme I'asthme a été démontré (Wu et al.,
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2009). L'asthme est une pathologie générée par une réponse de type T.2, qui
amene a un état d’hypersensibilité chronique face a des allergénes par activation de
cellules granulocytes, et qui se solde par l'inflammation des voies respiratoires.
L'intensité de cette pathologie semble étre corrélée au niveau d’expression du
rapport entre les facteurs de transcription T-BET et GATA3, qui régissent
respectivement I'expression des phénotypes Ty1 versus T2 (Choy et al, 2011; Kidd,

2003).

Le MIF est un élément d’intérét lors des pathologies inflammatoires Ty2-
dépendantes, notamment au niveau de l'asthme, du contrdle de pathologies
helminthiques et lors des réactions allergiques (Cho et Moon, 2010 ; Kobayashi et
al., 2006 ; Mizue et al., 2005 ; Stavitsky et al., 2003). Le MIF agit comme un
régulateur de la thioredoxine et des glucocorticoides, jouant un réle important dans
la réponse antioxydant du corps (Flaster et al., 2007 ; Kondo et al., 2004). Lors de la
réponse immunitaire, le MIF régit plusieurs facteurs pertinents au dénouement de
I'infection. Au niveau des Mos, le MIF augmente I'expression des TLR-4 et du facteur
de transcription nucléaire kB (NF-kB) (Roger et al., 2001). Le MIF cause aussi chez les
Mds une augmentation de la production de H,0, et de NO. Des d’études antérieures
effectuées par notre laboratoire ont montré que le MIF semble avoir un effet sur la

clairance parasitaire de Plasmodium chabaudi adami DK (Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Cinétique de parasitémie suite a l'infection par P. ¢. adami souche DK chez la
souris BALB/c TS et MIF KO (Tshikudi Malu et al, 2011).

Il a été démontré par notre laboratoire que le MIF joue un réle dans la
régulation redox des cellules, puisque les cellules spléniques MIF-KO possédent un
ratio de GSH/GSSG plus élevé ainsi qu’un niveau d’EROs plus bas que les cellules
sauvages (Scorza T, résultats non publiés). De plus, la sécrétion du MIF lui-méme
dépend de I'état redox environnant. Fukuzawa et a/ (2002) ont démontré qu’un
environnement hautement oxydant était en mesure de provoquer la sécrétion de

MIF déja présent dans des vésicules cellulaires.
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1.3 Les hypothéses de travail

Une étude effectuée dans notre laboratoire montre que lors d’une infection
par P.c. adami DK, les souris BALB/c MIF KO géneérent moins d’IL-4 au début de
I'infection (jour 4) et contrélent mieux l'infection (Tshikudi Malu et al, 2011). Nous
proposons que chez les souris exprimant le MIF, la production précoce d’IL-4 lors de
I'infection par P.c. adami DK est induite par les basophiles ou les mastocytes, étant
donné que de cultures de cellules de la rate de souris, exemptées de cellules T par
triage magnétique, sont les productrices les plus importantes d’IL-4. Cette réponse
est nettement plus faible chez de cellules en provenance de souris MIF KO infectées.
Le présent projet a eu pour but de comparer I'effet de l'infection par P. c. adami sur
la population de basophiles dans la moelle, sang et rate de souris TS et MIF KO
infectées, les jours 4 et 8 d’infection. Nous avons utilisé les souches DK et DS, pour
corroborer si de différences existent entre les deux types d’infection, connues pour

générer moins et plus d’IL-04 durant la phase précoce d’infection, respectivement.
Ainsi, les objectifs visés par le présent projet ont été les suivants :

1. Identifier la population de granulocytes (basophiles versus mastocytes) en
expansion durant la phase précoce d’infection par P.c. adami souches DK et
DS.
2. Comparer cette réponse chez des souris déficientes en MIF.
3. Comparer la capacité de précurseurs de la moelle osseuse de souris TS et
MIF KO a se différencier en basophiles in vitro, et a secréter de I'lL-4
Afin de complémenter les objectifs mentionnés ci-haut, la production d’IgE par des
souris TS et KO au pic infectieux a été comparée, afin de corroborer d’avantage le

lien entre le génotype et la prédisposition Ty1/Ty2.




2 MANIPULATIONS

2.1 La méthodologie

2.1.1 Infections

Les infections ont été effectuées chez des souris femelles BALB/c MIF-KO (n23 par
expérience) agées de six a huit semaines (un don de couples reproducteurs du Dr.
Abhay Satoskar, Ohio State University). Des souris femelles ont été choisies a cause
de leur capacité intrinseque de résister plus a I'infection (Klein et al, 2008), c’est qui
justifie plus leur utilisation du point de vue éthique. Des souris BALB/C femelles TS
du méme age ont été utilisées comme controles (Charles River, St-Constant,
Québec, Canada). La souche P. c. adami DK a été utilisée pour la majorité des
infections (Isolat 556KA, gracieuseté de D. Walliker, University of Edinburgh). La
souche létale P. c. adami DS expériences (gracieuseté de Terence Spithill, McGill) fut
utilisée dans certaines. La malaria a été induite chez les souris par injection de 10
GR parasités provenant de stabilats issus de souris préalablement infectées par voie
intrapéritonéale. Les manipulations ont été effectuées en accord avec les normes du
Comité institutionnel de protection des animaux de I'Université du Québec a

Montréal (protocole 0511-720-0512).
2.1.2 Quantification de la parasitémie

La parasitémie a été confirmée commengant 3 jours apres l'infection, par I'analyse
d’un frottis sanguin effectué suite a un prélevement de sang a I'extrémité de la
queue des souris. Le frottis sanguin a subséquemment été fixé au méthanol et par la

suite coloré avec du Giemsa 10% dans du PBS (Sigma, Montréal, Québec, Canada).
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Le pourcentage de GRs parasités fut établi par observation visuelle d’un champ de

microscope (Scorza et al., 1999).
2.1.3 Prélévements des cellules des souris

Les animaux ont été euthanasiés par inhalation de CO, au temps spécifié. La rate a
été isolée chirurgicalement puis homogénéisée dans 5 mL de RPMI 1640 (Thermo
Scientific, Nepean, Ontario, Canada). Les cellules de moelle osseuse ont été extraites
par lavage de la cavité médullaire du fémur avec du RPMI 1640. Les cellules ont été
recueillies dans des pétris de culture (Sarstedt, Mont'réal, Québec, Canada). Les GRs
présents furent lysés par I'addition d’une solution de NH,Cl 8.3g/L durant 3 min
(Sigma, Saint Louis, Montana, USA). Subséquemment, les cellules ont été lavées
dans 10 mL de RPMI-1640 et le culot ajusté & une concentration de 4x10°
cellules/mL, dans du RPMI 1640 supplémenté avec 10% FBS 1% HEPES, de la
pénicilline et de la streptomycine 75ug/mL (considéré comme le milieu complet)

(Invitrogen, Montréal, Québec, Canada).

2.1.4 Marquages des cellules de la moelle et de la rate de souris infectées et naives

par cytofluorométrie

Les différents types cellulaires ont été marqués a l'aide d’anticorps spécifiques
conjugués a des fluorochromes, soient FceR-FITC et C-kit-PE, tous deux ciblés chez la
souris (Biolegend, San Diego, California, USA). L’échantillon fut quantifié par
cytofluorométrie a I'aide d’un cytofluorométre FACscan. Pour les cellules issues de
la moelle osseuse et de la rate, 500 pL d’une solution de 10%cellules/mL ont été
préparés pour chaque type cellulaire, et par la suite marqués par I'ajout d’un
microlitre (1ug/mL concentration finale) de chaque anticorps. Aprés une incubation

de 10 min a la noirceur, les échantillons ainsi traités ont a leur tour été quantifiés
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par cytofluorométrie a l'aide d’un cytofluorométre FACscan. Les marquages
effectués ont permis de déterminer le pourcentage des basophiles (cellules
FCRe+cKIT-) dans la moelle osseuse et rate, et des mastocytes (cellules FCRe-cKIT+)

dans la rate. Ces derniéres atteignent leur maturation dans des tissus.

2.1.5 Différenciation de basophiles in vitro et sécrétion d'IL-4

Pour les essais de différenciation, la moelle osseuse de souris TS et MIF KO a été
isolée stérilement des fémurs par centrifugation .(100 g/10 min), et les cellules ont
été resuspendues & une concentration de 2x10° cellules/mL dans du milieu complet
additionné de 30 ng/mL d’IL-3 (Stemcell, Vancouver, British Columbia, Canada), puis
incubées 4 jours a 37°C en présence de 5% CO,. Les cellules ont été analysées pour
la quantification de cellules FceR+cKIT- a l'aide d’anticorps conjugués a des

fluorochromes, soit FceR-FITC et cKIT-PE (Biolegend, San Diego, California, USA).

2.1.6 Dosage des IgE

Un dosage des IgE durant le pic d’infection (Jour 8) a été effectué. Le sang des souris
TS et MIF KO (n= 3) fut recueilli par ponction cardiaque lors de leur euthanasie, et un
pool de sérum fut préparé a partir de celui-ci par centrifugation (1200 g, 30
minutes). La détermination de la concentration d’IgE a été faite par ELISA chez le
sérum dilué 1/20 par I'entremise de l'utilisation d’un kit (Biolegend, San Diego,

California, USA) selon les instructions du manufacturier.
2.1.7 Dosage d'IL-4

Le surnageant issu des cultures de moelle osseuse a été isolé. La détermination de la
concentration d'IL-4 a été faite par ELISA par I'entremise de l'utilisation d’un kit

(Biolegend, San Diego, California, USA) selon les instructions du manufacturier.
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2.1.8 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a I’aide du logiciel GraphPad Prism. Des
analyses de type test de t non-paramétriques furent effectuées pour des
expériences avec au moins 3 réplicas, les valeurs de p inférieures a 0,05 ont été

considérées comme statistiguement significatives.
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2.2 Résultats

2.1.1 Analyse de la population des basophiles et mastocytes chez les souris naives.

Afin de comparer les génotypes sauvages et MIF KO utilisés dans notre
étude, les populations de basophiles et mastocytes ont été d’abord comparées chez
des souris BALB/c sauvages (TS) et MIF-KO naives (en absence d’infection), en
compilant les données de toutes les expériences réalisées avec des souris BALB/c
naives comme contrdles. Pour chaque population et organe (moelle et rate pour les
basophiles; rate pour les mastocytes), les pourcentages et nombres absolus de
basophiles {cellules FCRe'cKIT") et mastocytes (cellules FCRe'cKIT') ont été estimés

par cytofluorométrie en flux, tel que représenté dans la figure 2.1.
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Figure 2.1: Discrimination par cytofluorométrie de flux des basophiles et mastocytes dans
un échantillon de rate de souris BALB/c TS naive. Une suspension cellulaire de la rate a été
préparée (voir méthodologie pour les détails) et les cellules ont été marquées avec des
anticorps anti-FCRe-FITC et anti-cKIT-PE. Les basophiles (cellules FCRe* et cKIT') constituent
0.9% de cet échantillon, et les mastocytes (cellules FCRe" et cKIT"), 1.36%.
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Chez les souris naives, aucune différence significative n’a été constatée entre
les génotypes sauvages (TS) et MIF KO par rapport aux pourcentages de basophiles

présentes dans la rate (Figure 2.2 A) et la moelle osseuse (Figure 2.2 B).
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Figure 2.2: Quantification cytofluorométrique du pourcentage des basophiles (cellules FCRe
et cKIT) dans la rate et la moelle osseuse de souris BALB/c TS et MIF KO naives. (A)
Pourcentage relatif par rapport a toutes les cellules présentes (n=5). (B) Nombre absolu de
basophiles recensées (n24).

La méme observation a été effectuée au niveau des mastocytes (Figure 2.3).
Puisque les mastocytes se trouvent sur leur forme différentiée seulement hors de la

moelle osseuse, une quantification dans celle-ci n'a pas été effectuée.
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Figure 2.3: Quantification cytofluorométrique du pourcentage des mastocytes (cellules
FCRe+ et cKiT+) dans la rate de souris BALB/c TS et MIF KO naives. (A) Pourcentage relatif
par rapport a toutes les cellules présentes (n25). (B) Nombre absolu de mastocytes
recensées (n>4).

2.2.2 Effet de I'infection par la souche non-virulente P. c. adami DK (jour 4 post-

infection).

Nous avons évalué I'effet de I'infection par P. c. adami DK sur les populations
de basophiles et mastocytes dans la moelle et rate. Le 4e jour de l'infection avec la
souche DK représente la phase précoce qui précéde l'activation des mécanismes
immuns adaptatifs. Une études préliminaire (Tshikudi Malu et al., 2011) a démontré
une parasitémie plus faible chez les souris MIF KO ainsi qu’une diminution
significative de la production d’IL-4 par les splénocytes de souris MIF KO le jour 4
post-infection avec P.c. adami DK. Nous avons corroboré cette baisse de la
parasitémie chez des souris MIF KO infectées par rapport aux controles TS infectés
(Figure 2.4 A). Les souris TS ont développée une parasitémie de 1.03%, soit plus de

deux fois celle de la cohorte MIF KO, 0.48%.
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Figure 2.4: Profil des basophiles (FCRe" et cKIT) présents dans la rate chez des souris TS et
MIF KO au 4e jour d'infection avec la souche P. c. adami DK. (A) Parasitémie mesurée par
I'analyse de frottis sanguins au 4e jour post-infection chez les individus TS et MIF KO (n=4).
(B) Pourcentage de basophiles déterminés par cytofluorométrie dans la rate prélevée des
souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 4e jour post-infection (n25). (C) Nombre absolu de
basophiles calculés en fonction du nombre de cellules dans la rate et le pourcentage estimé
par cytofluorométrie dans la rate de souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 4e jour post-
infection (n24). Les données ont été comparées entre les souris TS naives et infectes (***, *;
p<0.001 et 0.05) et entre les souris TS et MIF KO infectées (¥, p<0.05) en utilisant un TEST
Student.

Chez les souris TS, l'infection par DK a amenée a une augmentation
significative du pourcentage et du nombre absolu de basophiles dans la rate, ceux-ci
passant de 1.29% a 2.36%, et de 1.35 x 10° cellules & 4.45 x10° cellules,
respectivement (Figure 2.4 B; p<0.05). Cet effet était plutét modeste chez les souris
MIF KO, chez lesquelles aucun effet significatif a été constaté au niveau des
basophiles dans la rate. La comparaison entre les génotypes TS et MIF KO a révélé
une différence significative au niveau du pourcentage ainsi que du nombre de
basophiles dans la rate, les souris TS en possédant un nombre plus élevé, soit de
2,36% versus 1.26% et 4.45x10° cellules versus 2.07 x10° cellules, respectivement

(Figure 2.4; p<0.05).
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L'impact causé par l'infection par P. ¢. adami DK sur les populations de
mastocytes a aussi été étudiée le jour 4 post-infection. La figure 2-5 compile les
résultats concernant I'analyse des pourcentages et nombres de celiules FCRe+cKIT+
dans la rate. Au 4e jour post-infection avec la souche P. ¢. adami DK, le pourcentage
de mastocytes dans la rate est comparable a celui observé chez des individus en
I'absence d'infection chez les individus TS et MIF KO. Par contre, comparativement
aux souris TS qui voient le nombre absolu de mastocytes augmenter dans la rate par
rapport au contréle, une diminution significative du nombre de mastocytes dans la
rate | été constatée chez les échantillons des souris MIF KO suite a l'infection (Figure

2.5 B; p<0.05).
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Figure 2.5: Profil des mastocytes (cellules FCRe® et cKIT') présents dans la rate chez des
souris TS et MIF KO au 4e jour post-infection avec la souche P. c. adami DK. (A)
Pourcentages de mastocytes déterminés par cytofluorométrie dans la rate de souris BALB/c
TS et MIF KO, naives et au 4e jour post-infection (n23). (B) Nombre absolu de mastocytes
estimés par cytofluorométrie dans la rate de souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 4e
jour post-infection (n23). Les données ont été comparées entre les souris TS infectes et MIF
KO infectées (¥, p<0.05) avec un TEST Student.
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La population de basophiles a aussi été étudiée dans la moelle des souris
infectées. La quantification des basophiles présents dans la moelle osseuse au 4e
jour post-infection avec la souche DK (Figure 2.5) a montré une méme tendance
générale, mais moins marquée comparativement a I'analyse des rates. La proportion
de basophiles a augmentée de fagon significative dans la moelle osseuse des souris
TS aprés infection (Figure 2.6 A; p<0.001), mais une augmentation statistiquement
non-significative du nombre absolu de basophiles a été estimée. Chez les souris MIF
KO, l'infection n’a pas induit de modifications des pourcentages ou nombres de

basophiles dans la moelle osseuse (Figure 2.6 B).
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Figure 2.6: Profil des basophiles (FCRe" et cKIT) présents dans la moelle chez des individus
TS et MIF KO au 4e jour post-infection avec la souche DK. (A) Pourcentage de basophiles
observés par cytofluorométrie dans la moelle de souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 4e
jour post-infection (n23). (B) Nombre absolu de basophiles observés par cytofluorométrie
dans la moelle de souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 4e jour post-infection (n23). Les

données ont été comparées entre les souris TS naives et infectes (***P<0.01) par un TEST
Student.



31

2.2.3 Effet de | ‘infection par la souche virulente P. c. adami DS (jour 4 post-

infection)

Nous avons comparé ensuite I'impact de 'infection par P. c. adami DS sur les
populations de basophiles et mastocytes, le jour 4 post-infection. Cette souche
génére une infection létale pour les souris, qui se manifeste par une hausse
importante de la parasitémie le jour 7-8 post-infections, par rapport a l'infection par
la souche DK. Les parasitémies générées sont néanmoins relativement comparables
entre les souches DK et DS le jour 4 post-infection (Cambos M et al., 2010) . La figure
2.7 montre les pourcentages de globules rouges infectés chez les souris TS et MIF KO
le 4eme jour d’infection avec la souche DS. Une plus faible parasitémie a été

constatée chez des souris MIF KO par rapport aux souris TS (p<0.05).
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Figure 2.7: Pourcentage de parasitémies évalué par frottis sanguins chez des souris BALB/c
TS et MIF KO au 4e jour post infection avec la souche DS (n23). Les données ont été

comparées entre les souris TS infectes et MIF KO infectées (¥, p<0.05) avec un TEST
Student.
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La figure 2.8 compile les résultats d'expériences réalisées avec la souche P. c.
adami DS. Une hausse significative des pourcentages et du nombre de basophiles a
été constatée chez les souris TS et MIF KO et cet effet était moins significatif chez les
souris KO, qui ont montré 2.90% versus 4.61% de basophiles (p<0.05). Le nombre
absolu de basophiles dans la rate semblait plus important chez les souris TS, mais les

différences n’étaient pas statistiquement significatives.

S
64 @
lF E
¥4 @
+° M
g4 3
o ot
(2]
° %
3% =,
;| e
o =
X =
0 S
2

¥ TS infectée versus MIF KO infectée

Figure 2.8: Profil des basophiles (FCRe" et cKIT) dans la rate des souris TS et MIF KO au 4e
jour post-infection avec la souche P. c¢. adami DS. Gauche: pourcentage de basophiles
déterminé par cytofluorométrie dans la rate de souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 4e
jour post-infection (n24). Droite : nombre absolu de basophiles estimés en fonction du
rendement en cellules et les pourcentages mesurés par cytofluorométrie (n23). Les données
ont été comparées entre les souris TS infectes et MIF KO infectées (W, p<0.05) avec un TEST
Student.
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2.2.4 Effet de l'infection par la souche non-virulente P. c. adami DK (jour 8 post-

infection)

Afin de vérifier si la progression de l'infection amenée a une différence dans
la modulation de populations des basophiles et mastocytes, des souris TS et MIF KO
ont été sacrifiées le jour 8 post-infection avec la souche P. c. adami DK. Le 8e jour
d’infection, soit au pic infectieux, une différence significative entre les parasitémie
des souris TS et MIF KO a été toujours constatée (Figure 2.9, A; p<0.05). Les souris TS
ont développée des parasitémies de 15.58% versus 8.18% chez les souris MIF KO.
L’évaluation des populations de basophiles et mastocytes dans la rate a révélée une
augmentation comparable et importante du nombre absolu de basophiles autant
chez les souris TS que chez les souris MIF KO, par rapport aux contréles. Une
expérience similaire avec des souris infectées par la souche P. c. adami DS n'a pas pu
étre effectuée, étant donné que la parasitémie élevée de cette souche ne permet

pas I'expérimentation selon les normes du comité institutionnel d’éthique animal
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Figure 2.9: Profil des basophiles &CRE+ et cKIT) présents dans la rate chez des individus TS
et MIF KO au 8e jour post-infection avec la souche DK. (A) Pourcentage de parasitémie
mesurées lors de frottis sanguins au 8e jour post-infection chez les souris TS et MIF KO
(n=5). (B) Pourcentage de basophiles déterminés par cytofluorométrie dans la rate de souris
BALB/c TS et MIF KO, naives et au 8e jour post-infection (n25). (C) Nombre absolu de
basophiles dans la rate de souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 8e jour post-infection
(n24). Les données ont été comparées entre les souris TS naives et infectes et MIF KO naives
et infectées (***P<0.01; *P<0.05) par un TEST Student.
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Les populations de basophiles dans la moelle osseuse des individus TS et KO au 8e

jour post infection (Figure 2.10) ont changée de maniére comparable a la rate. Le

pourcentage ainsi que le nombre absolu de basophiles ont augmentés de fagon

significative chez les souris TS et KO par rapport a leurs contréles respectifs.
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Figure 2.10: Profil des basophiles (FCRe" et cKIT) présents dans la moelle chez des individus
TS et MIF KO au 8e jour post-infection avec la souche DK. (A) Pourcentage de basophiles
déterminés par cytofluorométrie dans la moelle de souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au
8e jour post-infection (n23). (B) Nombre absolu de basophiles estimés par cytofluorométrie
dans la moelle de souris BALB/c TS et MIF KO, naives et au 8e jour post-infection (n23). Les
données ont été comparées entre les souris TS naives et infectes et MIF KO naives et
infectées (***P<0.01; *P<0.05) par un TEST Student.
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2.2.5 Niveaux d'immunoglobulines (Ig)E dans le sérum des souris TS et MIF KO

infectées

Tel qu'expliqué plus haut, les niveaux d'IgE sont d'excellents indices par rapport au
dénouement de la pathologie malarique. Les niveaux d'IgE des souris ont donc été
quantifiés afin de voir l'influence des génotypes TS et MIF KO. Nos résultats ont
indiqué une augmentation importante du nombre de basophiles dans la rate des
souris TS et MIF KO le jour 8 post-infection. Une quantification de la concentration

en IgE de sérum de souris BALB/c au pic infectieux a été effectuée.

La figure 2.11 montre les résultats de I'analyse d’IgE dans deux pools de sérum en
provenance des deux expériences indépendantes (chacune avec 3 souris par
catégorie). Des concentrations d’IgE sérique dans I'ordre de 50-120 ng/mL ont été
estimées chez des souris TS, mais avec une variabilité importante entre les deux
pools testés. Les échantillons de sérum de souris MIF KO ont donné moins de
variabilité dans les mesures, avec des concentrations d’IgE de 22-24 ng/mL.

8e Jour infection DK

150-

o 3
=
T

IgE (ng/mL)
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Figure 2.11:Quantification par ELISA des IgE de pools sériques (n=3) de souris BALB/c TS et MIF KO au
8e jour post-infection avec la souche DK (n22).
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2.2.6 Différentiation de cellules hématopoiétiques en basophiles in vitro

Nos donnés expérimentales (in vivo) ont mit en évidence une expansion
relativement plus importante de la population de basophiles et mastocytes chez des
souris TS infectées. A fin de vérifier si la capacité intrinseque des cellules
hématopoiétiques de la moelle osseuse de se différencier en basophiles différée
chez des cellules TS versus MIF KO, des suspensions cellulaires des moelles osseuses
de souris BALB/c TS et MIF KO ont été stimulées avec d’'IL-3 (voir session de

méthodologie pour les détailles) durant 4 jours (Figure 2.12).

Les pourcentages de basophiles déterminés suite a cette différentiation étaient
statistiquement inferieurs chez les cultures avec des cellules MIF KO. Néanmoins,
une analyse par ELISA de la concentration en IL-4 des surnageants des milieux de

différentiation n’a pas révélée des différences entre les cellules TS et MIF KO.
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Figure 2.12: Différentiation des basophiles in vitro a partir de cellules ;ﬁripotentes de la
moelle osseuse de souris BALB/c TS et MIF KO. (A) Pourcentages des basophiles (cellules
FCRe'cKIT) obtenus par cytofluorométrie (n=3), suite a la stimulation des cellules de la
moelle osseuse de souris TS et MIF KO avec de I'lL-3 (30 ng/mL) durant 4 jours. (B)
Concentration d’lL-4 détectée par ELISA dans les milieux de différentiation suite a la
différentiation (n24).
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2.3 Discussion des résultats

L'objectif principal visé par cette étude était d’identifier la population
cellulaire qui produit potentiellement de I'lL-4 durant la phase précoce d’infection
par P. c¢. adami chez la souris BALB/c. Dans ce but, deux souches parasitaires, DK et
DS qui différent au niveau de leur létalité et de leur capacité a induire l'inflammation

ont été utilisées.

Les basophiles et mastocytes sont de populations cellulaires théoriqguement en
mesure de stimuler la différentiation de cellules T CD4 en Ty2, par leur sécrétion
rapide d’IL-4. Cette cytokine ne contribue pas a la résolution du pic d’infection et

favorise la production d’IgE non protectrices.

L'inclusion du MIF dans cette étude est pertinente dans la mesure ou il a été
démontré que cette protéine exerce un effet important dans des pathologies
dominées par des réponses de type Ty2, notamment dans le cas des réactions
allergiques (Das et al, 2011, Yoshishisa et al, 2011). Des études préalables ont été en
mesure de démontrer que le MIF pro-inflammatoire et qu’il en mesure de
promouvoir la production d'IL-4, ce qui dirige vers une réponse de type T,2, tout en
réduisant la production d'IFN-y, une cytokine Tyl-modulante (Tshikudi et a/, 2011,
Prieto-Lafuente et a/, 2009).

Nous avons estimés par cytofluorométrie de flux les populations de basophiles et
mastocytes dans la moelle osseuse et la rate des souris naives. Les cellules ont été
discriminées en fonction de I'expression des récepteurs FCRe et cKIT. Les cellules
FCRe'/cKIT ont été identifiées comme des basophiles, et les cellules FCRe"/cKIT",
comme des mastocytes (Fig 2-1). Les résultats obtenus sont précieux dans la mesure
ou des quantifications de ces populations cellulaires sont extrémement rares a

retrouver dans la littérature.
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Nous avons comparé en premier instance les pourcentages de basophiles et
mastocytes chez de souris TS naives. Nos résultats montrent que chez les souris,
indépendamment du génotype TS ou MIF KO, les pourcentages de basophiles
varient en fonction de l'organe. Les basophiles constituent environ 1.25% des
cellules de la rate et 1.75% des cellules recensées dans la moelle (Fig 2-2). Les
mastocytes sont minoritaires et représentaient environ 0.3% des cellules de la rate
autant chez des so;Jris BALB/c TS naives et MIF KO (Fig 2-3). Le fait qu’en absence
d'infection les niveaux des basophiles et mastocytes étaient comparables entre les
souris TS et MIF KO suggere que les différences constatées suite a l'infection
dépendent d’'une modulation distincte par le systéme immunitaire innée en absence

de MIF.

L'infection par P. c. adami DK a amené a une augmentation du pourcentage
de basophiles dans la rate le jour 4 post-infection, tant chez les individus TS que MIF
KO (Fig 2-4), mais cette augmentation était significativement plus élevée chez des
souris TS. Au jour 4 post-infection, une différence au niveau de la parasitémie était
déja constatée entre les deux types de souris, en indiquant un meilleur contréle de
I'infection chez des souris déficientes en MIF, et ces résuitats corroborent
d'expériences précédentes (Tshikudi Malu et al, 2011). Au niveau de la moelle
osseuse, la différence entre les souris TS et MIF KO infectées aux niveaux de
basophiles était encore plus évidente le jour 4 post-infection. En effet, une
expansion de la population des basophiles a été constatée chez les individus TS, en
contraste avec les individus MIF KO, chez qui les niveaux de basophiles restaient
similaires aux souris non-infectées (Fig 2-6). Aucune différence significative n’était
mesurée au niveau des pourcentages de mastocytes dans la rate indépendamment
du type de souris (Fig. 2-5). Ainsi, au 4e jour post-infection, les basophiles sont en

expansion, tandis que les pourcentages de mastocytes restent semblables par
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rapport aux souris naives. Ces résultats indiquent que le MIF favorise I'expansion des

basophiles durant la phase précoce de l'infection.

L’évaluation de la progression de l'infection par la souche DS a mis en évidence des
parasitémies plus élevées (Fig. 2-8), et une expansion plus importante des
basophiles dans la rate par rapport a I'infection par DK. Cette observation est en
accord avec notre hypothése reliant les basophiles avec la production accrue d’iL-4
lors de la malaria, et en corrélation avec une réponse Ty2 prédominante durant
I'infection par DS et reportée par une autre équipe de recherche (Phillips, 2010). Par
rapport aux souris TS, chez qui les parasitémies par DS étaient plus importantes que
par DK le jour 4 post-infection, les souris MIF KO ont développée des parasitémies
comparables entre les deux souches (Fig. 2-4 et 2-7). Les pourcentages de
basophiles dans la rate chez les souris TS infectées par DS ont doublé par rapport
aux niveaux observés chez leur contrepartie DK. Toutefois le pourcentage de
basophiles restait significativement inférieur chez les individus MIF KO par rapport
aux individus TS. Au 8e jour de l'infection par DK, la population de basophiles dans la
rate a atteint un pourcentage encore plus élevé qu'au 4e jour (Fig. 2-9). Cependant,
il n'y a plus de différence significative entre les souris TS et MIF KO. Au niveau de la
moelle osseuse, les mémes tendances peuvent étre observées (Fig. 2-10). Les
données obtenues avec la souche DS concordent avec celles obtenues avec la

souche DK quant aux effets du MIF sur I'expansion des basophiles.

Les ELISAS sanguins pour les IgE représentent un moyen rapide d’évaluer la réponse
Th2 des différents cas a I'étude. Les expériences de dosage d'IgE ont démontré qu'au
8e jour d'infection avec DK, les individus TS ont beaucoup plus d'igE que leur
contreparties KO (Fig. 2-11). Il est ainsi possible de spéculer que dans notre modeéle,
les souris TS exhibent un biais vers les réponses de type Ty2, qui est reliée a la

présence de MIF. Le MIF doit étre en mesure d'affecter la sécrétion d'IgE par un
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mécanisme inconnu. Puisque la sécrétion d'ige dépend de I'activité des cellules B, il

est possible que le MIF ait une influence sur ce type cellulaire.

Les expériences de différentiation in vitro ont pour leur part permis de voir que les
cellules hématopoiétiques de la moelle osseuse des individus KO se différencient
moins bien en basophiles que celles des individus TS, méme si leur aptitude a

sécréter I'IL-4 reste inaffectée (Fig. 2-12).

Il est possible de réunir ces différentes expériences afin d'élucider les différences au
niveau de la progression de l'infection parasitaire des individus TS et KO. En
I'absence d'infection, les deux génotypes démontrent des pourcentages de
population de basophiles et de mastocytes similaires. Cependant, au 4e jour de
I'infection avec DK, la population de basophiles des individus TS et KO augmente,
tandis que la population de mastocytes ne change pas. Cette hausse dans le
pourcentage de basophiles coincide avec la production précoce d’IL-4 lors de
I'infection (Tshikudi Malu et al.,, 2011). Comme la production d’IgE antigéne-
spécifiques n’a lieu en moyenne qu’d partir du 7° jour, ces données semblent
indiquer que si les basophiles sont responsables de cette réponse, cette derniére
doit étre indépendante de la présence d’IgE. Dans ce contexte, Sokol et al (2010)
rapportent qu’il existe des moyens d’activation des basophiles déclenchés par
certains allergénes et/ou composants de parasites, notamment avec des infections
helminthiques (Herbst et al, 2012, Min et al, 2010). Cette activation méne a la
sécrétion de plusieurs cytokines, notamment I'IL-4, mais n’aboutit pas a la
dégranulation de basophiles (Sokol et al, 2008). La différence au niveau de la
progression de l'infection entre les individus TS et MIF KO semble donc étre basée

sur I'amplitude de I'augmentation du pourcentage de population des basophiles. Les
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individus MIF KO ont des pourcentages de basophiles dans la rate strictement
inférieurs a ceux des souris TS au 4e jour de l'infection. Les expériences avec DS, une
souche qui est encore plus létale et T42 modulante que DK viennent supporter les
données de DK. Cependant, au 8e jour de l'infection, les divergences entre les

individus TS et KO disparaissent.




3 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Suite a nos résultats, il est tentant de décerner la responsabilité de la production
précoce d’IL-4 aux basophiles, lors de l'infection par P. c. adami. Leur population
cellulaire entre en expansion suite a une infection par P. c.adami DK le jour 4
d’infection, moment ou la production d’IL-4 a lieu de maniére précoce (Tshikudi

Malu et al., 2011).

Malgré le fait que les mastocytes prédominent dans plusieurs tissus (Abraham et al,
1998), et sont en mesure de produire de I'lL-4 rapidement, les mastocytes ne sont
pas entrés en expansion au 4e jour de linfection. De plus, I'activation des
mastocytes pour produire de I'lL-4 requiert un pontage de ses récepteurs FceRI par
des IgE a haute affinité (Watanabe et al, 2006), ce qui n’est pas possible en début de
I'infection, parce que les IgE n’ont pas été encore produites. Il existe néanmoins des
méthodes d’activation alternatives pour les mastocytes, notamment par stimulation
de leurs TLR, mais des études ciblant ces mécanismes d’activation, n’ont pas abouti

a la production d’IL-4 (Hofmann et al, 2009).

Les basophiles ont pu contribuer a la production d’IL-4 précoce parce que leur
nombre a augmenté le 4° jour de I'infection, tant dans la rate que dans la moelle
osseuse. Ce type cellulaire, quoigu’en circulation constante dans le sang, doit étre
recruté lors d’infections (Galli et al, 2000) mais l'activation de leur sécrétion d’IL-4
ne requiert pas de signal spécifique (Sokol et al, 2010) et ces cellules transportent
des vésicules contenant de I'IL-4 préformé, leur permettant de la sécréter
rapidement. Les basophiles humains ont méme été décrits comme étant capables

de catalyser leur propre activation en sécrétant de I'iL-3 (Gibbs, 2006).

Les mastocytes, quant a eux, ne sont pas d’une importance négligeable en ce qui a

trait au paludisme. En effet, il est fort probable qu’ils soient les contreparties a biais
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Tul des basophiles. Non seulement les mastocytes sont en mesure de sécréter du
TNF-a, une cytokine Tyl-modulante, mais ils en transportent aussi en vésicules
préformées, prétes pour la sécrétion (Gibbs et al, 2006). De plus, cette cytokine est

en mesure d’étre sécrétée par une activation non-spécifique (Hoffman et al, 2009).

Ainsi, Il semble que les basophiles soient la population de cellules NBNT qui entre en
expansion lors de la phase précoce de l'infection par P. c. Aadami DK/DS chez les
souris BALB/c. La contribution du MIF dans ce type de pathologie semble étre de
diriger le systéme immunitaire vers des réponses de type T.2. Ceci est visible au
niveau des pourcentages de basophiles chez les individus KO, qui sont inférieurs par
rapport aux niveaux mesurés chez les souris TS. Ces conclusions sont supportées par
les dosages d'IgE ainsi que les expériences in vitro ayant été effectuées. Les niveaux
clairement inférieurs d’Igt produits par les souris KO ainsi que les biais de leurs

cellules hématopoiétiques pointant aussi dans cette direction.

Donc, il est proposé que la clairance efficace de P. c. adami DK/DS chez la souris
BALB/c repose sur la succession efficace d’'une immunité de type Tyl en début
d’infection et d’'une immunité de type T2 en fin d’infection. Et c’est ici que se situe
le réle du MIF. En temps que cytokine a biais T2, dont la sécrétion est modulée par
la présence de métabolites comme I'HE, libéré lors de I'hémolyse paludique, le MIF
joue un réle clé dans le dénouement de l'infection paludique. Chez une souris TS,
par exemple, des protéines du parasite peuvent augmenter la sécrétion de MIF. L'HE
relaché durant l'infection sera aussi en mesure d’augmenter la production de MIF,
ainsi que celle de I'lL-4, ce qui imposera un biais vers une réponse de type Ty2 et qui
nuira au contréle du parasite. Ceci explique les résultats obtenus dans des études
précédentes, ou les cohortes MIF-KO semblaient combattre [Iinfection plus
efficacement que leurs contreparties TS, ce biais n’ayant pas lieu. Ceci concorde

avec d’autres études, ou il a été démontré qu’une activation exagérée des
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basophiles nuit a la clairance parasitaire (Pelleau et al/, 2012). Ces mécanismes
doivent pourtant étre étudiés davantage, et plusieurs outils ont été développés qui
peuvent faciliter une recherche future. Les souris 4Get, modelant la production d’IL-
4 en fusionnant son géne avec la GFP, des anticorps monoclonaux anti-MIF ou
encore désactivant pour les basophiles pourraient étre des cibles d’études

intéressantes en vue d’explorer les potentiels biomédicaux de ces percées.
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