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Introduction

INTRODUCTION

L’hydatidose est une cestodose larvaire due au teania de chien Echinococcus granulosus. Le
cycle parasitaire se déroule habituellement entre le chien (héte définitif) et des mammiferes
herbivores ou omnivores. Elle peut également toucher ’homme en tant qu’hote intermédiaire.
Elle est cosmopolite et s’observe avec une plus grande fréquence dans les pays du bassin
méditerranéen dont I’ Algérie ou elle constitue un véritable probléme de santé publique. Elle est
asymptomatique d’ou la difficulté d’effectuer un diagnostic précis et précoce. La chirurgie reste
le traitement de choix (Margutti et al., 2002 ; Siracusano et al., 2002 ; Zhang et al., 2003).

La complexité antigénique des extraits de liquide hydatique constitue un obstacle au diagnostic
sérologique de certitude de I’hydatidose. Dans ce contexte, une meilleure connaissance de
I’origine et de la structure des antigenes hydatiques et leur obtention a 1’état pur permettrait
probablement d’assurer un diagnostic avec une plus grande efficacité (Touil-Boukoffa et al.,
1998 ; Rigano et al., 2001 ; Ortona et al., 2000). Les recherches entreprisent in vitro portant sur
I’aptitude des antigénes hydatiques a induire la production de cytokines et de monoxyde
d’azote par les cellules des sujets hydatiques devraient ouvrir de nouvelles perspectives dans la
compréhension des mécanismes de pathogenése et I’immunosurveillance voire
I’immunothérapie de cette pathologie. Cet aspect a fait 1’objet de nombreux travaux dont ceux
de Touil-Boukoffa et al (Touil-Boukoffa et al., 1997 ; 1998, 2000a et 2000b ; Ait Aissa, 2002 ;
Mezioug et al., 2004) qui ont mis en évidence le role de 1’antigéne 5, antigéne majeur isolé du
liquide hydatique dans I’induction de plusieurs cytokines (I’'IFN-y, 'IL-4, I’'IL-10 et ’IL-12) et
du NO au cours du processus de défense de 1’hote contre ce macroparasite. Les travaux
antérieurs (réalisés au sein de 1’équipe du Pr Touil-Boukoffa) ont également révélé
I’implication de I’interféron-y et du NO dans la réponse immunitaire anti-hydatique.

L’IFN-y est une cytokine aux effets pléiotropiques (Trinchieri et Perussia, 1985). Il joue un réle
important dans la phase d’initiation et de modulation de la réponse immunitaire. C’est 1’agent
inducteur essentiel de la production de I’'IL-12 (Lepage et al., 1997 ; Trinchieri, 1997) de I’IL-8
(Matsushima et al., 1988 ; Baggioloni et al., 1997) et de la voie de synthése du NO (Drapier,
1997). 1l joue également un role essentiel dans I’activité cytotoxique des macrophages vis a vis
des cellules tumorales, des bactéries et des parasites a multiplication intracellulaire in vivo et in
vitro (Murray, 1994b). Cette activité cytotoxique est due a la production de superoxide et de
NO (Drapier et al., 1988 ; Piedrafita et Liew, 1998; Szabo et al., 2003). Ce dernier est un
important médiateur cytotoxique et cytostatique pour une variété de pathogeénes incluant
champignons, bactéries et parasites (Asenzi et al., 2003 ; Piedrafita et Liew, 2004).

Toutes ces données nous ont incité a rechercher d’une part, une nouvelle fraction antigénique
du liquide hydatique pouvant avoir un intérét dans le diagnostic de certitude de 1’hydatidose.
D’autre part, nous avons voulu identifier ou rechercher une ou plusieurs molécules impliquées
dans la défense anti- hydatique dans une perspective d’utilisation thérapeutique.



Introduction

Notre démarche expérimentale a porté sur les points suivants :

Dans le premier volet de ce travail, nous nous sommes attachés a la purification et a la
caractérisation biochimique et antigénique de deux fractions du liquide hydatique : I’antigéne 5
et une nouvelle protéine non identifiée jusqu’a I’heure actuelle. Nous avons été également
amenés a situer 1’aptitude de ces deux antigeénes a induire deux cytokines I’'IL-12 et I’'IL-8
(marqueurs essentiels dans la réponse immunitaire innée et adaptative) et le monoxyde d’azote
(effecteur majeur de la réponse inflammatoire sous le controle des cytokines) par les cellules
mononuclées préparées a partir du sang circulant de patients hydatiques. Cette production a été
¢galement évaluée en présence d’IFN-y (a deux titres). L’étude a été¢ complétée par I’évaluation
de la production des trois biomolécules in vivo.

Dans le second volet de notre étude, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de ’effet de
I’IFN-y sur la viabilité des protoscolex mis en cocultures avec les PBMC de sujets hydatiques
et a quantifier I'un des produits de son induction : le monoxyde d’azote (NO). Cette étude a été
complétée par I’évaluation de I’effet des nitrites sur I’hydatide et le tissu pulmonaire.
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L’INTERFERON- GAMMA

I - INTRODUCTION :

Les réponses immunitaires sont la résultante d’interactions complexes entre plusieurs types de
cellules  (lymphocytes T, lymphocytes B, polynucléaires, progéniteurs de
I’hématopoicse...etc.), qui communiquent entre elles par 1’intermédiaire de facteurs solubles
appelés : cytokines. Ces messagers solubles représentent le langage universel dans le dialogue
mené entre les différentes cellules de 1’organisme. Ce sont des effecteurs pouvant modifier,
induire ou supprimer les fonctions de nombreux types cellulaires (Galanaud, 1993 ; Pelletier et
al., 1993 ; Wietzerbin et al., 1997 ; Fradelizi, 1998 ; Touil-Boukoffa, 1998)

C’est en 1957, qu’lsaacs et Lindenmann observerent que des cellules de membranes chorio-
allantoidiennes de poulet infectées par un virus produisent in vitro un facteur soluble protéique.
Ce dernier est capable d’induire 1’inhibition de la multiplication virale. Cette protéine néo-
synthétisée sera baptisée ’interféron (IFN) (Isaacs et Lindenmann, 1957). Elle a la propriété
d’instaurer un état de résistance sur des cellules saines contre I’infection virale.

Les interférons représentent une famille hétérogéne de cytokines (Manninier, 1993) qui peuvent
étre classés sur la base de leur origine génétique et les effets produits en deux sous
classes (Falcoff et al., 1972 ; Ijzermans et Marquet, 1989 ; ISICR, 2001).

e Lasous classe I : qui comprend I’IFN-a et f3.
e Lasous classe II : qui comprend I’TFN-y.

Récemment, d’autres IFN ont été définies par la commission internationale ISICR. 1l s’agit de
I’IFN de type I nommé I'IFN-o et de I’IFN trophoblastique des ruminants ou I’'IFN-t (Sen,
1996 ; Touil-Boukoffa, 1998 ; Lepage et al., 2000 ; ISICR, 2001)

L’interféron-y est le premier produit sécrété par les cellules T (Wheelock, 1965 ; Gallin et al,
1995) et le premier produit des cellules T clonées (Falcoff et al., 1972 ; Gray et Goeddel, 1983 ;
Sanceau et al., 1992) mis en évidence.

II - STRUCTURE DE L’IFN-y :

L’interféron-y ou MAF (Macrophage Activating Factor) est une glycoprotéine de 143 résidus
aminés chez ’homme (Wietzerbin et al., 1979 ; Gray et Goeddel, 1983 ; Wietzerbin, 1984 ;
Touil-Boukoffa, 1998 ; Janeway, 2003 ; Szabo et al., 2003). Elle est codée par un géne unique
situé sur le chromosome 12 (Gray et Goeddel, 1982 ; Mammette, 2002) qui donne une protéine
de 17 kDa. Cette dernic¢re subira une glycosylation post-transcriptionnelle sur les résidus 16 et
69, aboutissant a la formation de la forme mature de la protéine dont le poids moléculaire varie
entre 20 kDa et 25 kDa (Yip et al., 1982). La glycosylation ne joue pas un réle dans
I’expression de 1’activité de cette cytokine, mais influence sa demie vie (Kelker et al., 1983).

La forme biologiquement active est un homodimere stabilisé par des liaisons non covalentes

(Fountoulakis et al, 1992). Les deux sous unités étant organisées en six hélices a et feuillet 3
(Farber, 1995; Gallin et al., 1995; Greenlund et al., 1995).
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III - LES SOURCES CELLULAIRES DE L’IFN-y :

Les cellules productrices de I'I[FN-y sont extrémement variées, cependant nous retrouvons
majoritairement : les cellules T CD4" de type Thl (Wheelock, 1965 ; Touil-Boukoffa, 1986 ;
Romagnani, 1996 et 1997 ; Singh et al., 1999), les cellules NK et les cellules T CD8" (Touil-
Boukoffa, 1986 ; Cher et Mosmann, 1987 ; Farber, 1995 ; Gallin et al., 1995 ; Constant et
Bottomly, 1997 ; Billiau et al., 2000 ; Murphy et al., 2000 ; Szabo et al., 2003 ; Schroder et al.,
2004).

D’autres études rapportent I’existence probable d’autres sources cellulaires telles que les
cellules dendritiques, les cellules TCD," naives et les lymphocytes B (Munder et al., 1998 ;
Yoshimoto et al., 1998 ; Fukao et al., 2000 ; Grogan et al., 2001 ; Szabo et al., 2003) et les
cellules T CD3" (Janeway,2003). Toutefois, ces données sont sujet a controverse (ISICR, 2004)

IV - LES PRINCIPAUX INDUCTEURS DE L’IFN-y :

La synthése de DI'IFN-y est stimulée par plusieurs agents mitogénes tels que Ila
phytohémagglutinine (PHA) (Wheelock, 1965), les ARN bicaténaires naturels ou de syntheses
(Falcofff et Falcoft, 1970 ; Falcoff et al., 1972 ; 1973), les lipopolysaccharides (Johnson et al.,
1977), I’enterotoxine A des staphylocoques (Younger et al., 1965 ; Langford et al., 1981), la
concanavalineA (ConA) (Van Damme et al., 1981) et I’ion nitrogéne 12-myristate 13 acétate-
ionomycine (PMA) (Rigano et al., 1998).

Les inducteurs peuvent également étre d’origine parasitaire tels que les antigénes hydatiques
(Touil-Boukoffa, 1998 ; Touil-Boukoffa et al., 2000) ou les parasites protozoaires tels que les
Trypanosomes (Plata et al., 1984 ; Nathan, 1992 ; Gallin et al., 1995).

V - REGULATION DE LA SYNTHESE DE L’IFN-y :

La synthése d’ARNm codant pour I'IFN-y est détectable 6 a 8 h apres la stimulation des
lymphocytes T. La protéine est sécrétée immédiatement aprés sa synthése. Elle peut étre
détectée dans le milieu extracellulaire 8 a 12 h apres stimulation, avec un pic de sécrétion 12 a
24 h aprées. Apres, sa sécrétion déclinera progressivement.

Plusieurs cytokines ont été décrites en tant que facteurs régulateurs de la production de I’'IFN-y.
En effet, les cytokines sécrétées par certaines APC (antigen presenting cell) induisent
I’expression du géne de I’IFN-y dans les cellules sources. Les plus importantes étant I’IL-12 et
I’IL-18 synthétisées par les macrophages et les cellules dendritiques (Seder et al., 1993 ;
Constant et Bottomly, 1997 ; Billiau et al., 2000). En revanche, I’IL-4, I’'IL-10, le TGF-p et les
glucocorticoides sont impliqués dans la régulation négative de cette synthése (Billiau et al.,
2000 ; Fukao et al., 2000 ; Schroder et al., 2004).

VI-LE RECEPTEUR DE L’IFN-y :

L’IFN-y exerce son effet par liaison a un récepteur présent dans plusieurs types de cellules
lymphoides et non lymphoides. Ce récepteur appartient a la famille des récepteurs de type II
caractérisés par une constante d’affinité élevée (Wietzerbin et al., 1984; Sancéau et al., 1992 ;
Boehm et al., 1997 ; Szabo et al., 2003).
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Le récepteur de I’IFN-y est un hétérodimére constitué¢ de deux chaines polypeptidiques o (R1)
et B (R2, ou AF : accessory factor) (Aguet et Merlin, 1987 ; Farber, 1995). La chaine o est a la
fois nécessaire et suffisante pour la liaison du ligand (IFN-y) (Aguet et al., 1988 ; Foutoukalis
et al., 1991 ; Gallin et al., 1995 ; Benarbei et al., 2001), tandis que la chaine transmembranaire
B est responsable de la transduction du signal (Bazan, 1990 ; Igarashi et al., 1994 ; Soht et al.,
1994 ; Gallin et al., 1995 ; Kotenko et al., 1995 ; Benarbei et al., 2001; Schroder et al., 2004).
Chez ’homme il a été¢ mis en €vidence la présence de trois AF (AF-1, AF-2 et AF-3) (Cook et
al., 1994).

Malgré une forte concentration du récepteur (350.000 récepteurs/cellule), les cellules humaines
ne répondent qu’a I’hIFN-y (h : humain) et non au MulFN-y (Mu : murin). Ces études suggerent
I’existence d’un composant spécifique de 1’espece, nécessaire au fonctionnement du récepteur.
Il a été démontré plus tard que ce composant est la sous unité B (Gray et al., 1997). Cette
derniére a pour role la stabilisation du complexe formé entre le ligand et la sous unité a.

VII - MODE DE TRANSMISSION DE L’ INFORMATION :

L’interaction de I'IFN-y avec la sous unité o du récepteur entraine la dimérisation des 2 sous
unités (a et B) et le rapprochement des protéines JAK (janus activating kinase) (Levy, 1995).
L’autophosphorylation de la protéine JAK2 associée au R2 se produit en premier, elle est
nécessaire pour la transphosphorylation de la protéine JAK1 liée au R1 (Shnaike et al., 1994 ;
Farber, 1995; Briscoe et al., 1996 ; Schroder et al., 2004). Cette phosphorylation croisée des
protéines JAK induit leur activation et leur permet de phosphoryler a leur tour le résidu tyrosine
440 du R1 (Igrashi et al., 1994 ; Wietzerbin et al., 1997).

Apres phosphorylation, le R1 offre des sites contenant des phospho-tyrosines proches de la
partie C-terminale reconnue par les domaines SH2 du facteur cytoplasmique STATIla
(Greenlund et al., 1995 ; Lepage et al., 1997). Ces facteurs sont alors phosphorylés par les
protéines JAK sur les résidus tyrosines, ce qui induit leur association en homodiméres appelés
GAF (gamma activation factor).

Apres la translocation nucléaire, les GAF se fixent sur des séquences cibles spécifiques de
I’ADN appelées GAS (gamma activation sequence) en amont des geénes régulés par I’INF-y
(Pellegrini et Schindler, 1993 ; Darnell et al., 1994 ; Greenlund et al., 1995 ; Wietzerbin et al.,
1997 ; Takikawa et al., 1998) (Fig. 1).
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Figure 1 : Transduction du signal émis par I’'IFN-y (Schroder et al., 2004)
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VIII - LES PROPRIETES DE L’IFN-y :

L’TIFN-y est une cytokine aux effets pléiotropiques (Trinchieri et Perussia, 1985), elle joue un
role important dans la régulation des différents stades de la réponse immunitaire.

L’activité majeure de ce puissant activateur de macrophage semble étre I’immunomodulation
contrairement a celle des autres IFN qui est surtout antivirale (Ijzermans & Marquet, 1989 ;
Williams et al., 1993 ; Lepage et al., 1997).

2. LA PROPRIETE IMMUNOMODULATRICE :

L’IFN-y agit sur les cellules par I’induction de 1’expression de plusieurs genes (Tableau I). Le
spectre de génes induits dépend du type de cellule cible impliquée et de la nature des cytokines
présentes dans son environnement.

» Action sur I’hématopoiése : L’action de I'I[FN-y sur la différenciation des cellules
myélomonocytaires module 1’expression des protéases de surface et 1’expression de
certaines intégrines impliquées dans I’interaction cellule- matrice (Bauvois et al., 1992).

» Action sur les cellules endothéliales : L’IFN-y stimule I’expression de certaines
molécules d’adhésion intercellulaire telles que I'ICAM-1 (Intercellular adhesion
molecule) a la surface de la membrane des cellules endothéliales, ce qui induit
I’augmentation de 1’adhésion aux leucocytes. Cet effet probablement di a la production
précoce de I'IFN-y dans I’inflammation aspécifique (ex. par les cellules NK) est
co- responsable d’une adhésion entre les lymphocytes et les cellules endothéliales
comme un prélude a leurs spreading et diapédése sur le site de la réaction inflammatoire
et d’hypersensibilité (Young et Hardy, 1995 ; Billiau, 1996 ; Billiau et al., 2000).

» Action sur les APC: L’IFN-y est spécialement connu pour son effet sur la
potentialisation de I’effet des APC (cellules dendritiques, macrophages, lymphocytes B)
en augmentant 1’expression des CMH de classe I et II, d’ou son role capital dans la
présentation de I’antigéne (Brieva et al., 1990 ; Billiau et al., 2000 ; Szabo et al., 2003).

L’IFN-y joue également un role essentiel dans 1’activité cytotoxique des macrophages
vis a vis des cellules tumorales, des bactéries ou des parasites a multiplication
intracellulaire in vivo et in vitro (Murray, 1994b). Cette activité cytotoxique est due a la
production de superoxide et de NO aprés une action synergique entre I’IFN-y, le TNF-a
et I’IL-6 ou I’'IL-1 (Drapier et al., 1988 ; Boehm et al., 1997 ; Szabo et al., 2003).

Sur les lymphocytes B, I'IFN-y agit en régulant négativement 1’adhésion des cellules B
immatures (Flaishon et al., 2000 ; Szabo et al., 2003) et en inhibant certaines réponses
prolifératives comme la liaison du LPS sur les lymphocytes B matures (Snapper et al.,
1996 ; Szabo et al., 2003).

» Action sur la production des chémokines : La production des chémokines est sous le
contrdle de cytokines particuliecrement I’'I[FN-y et le TNF-a. L’effet de priming de
I’TFN-y sensibilise les cellules a I’induction de la production de RANTES par le TNF-a.
(Marfaing-Koka et al., 1995 ; Billiau et al., 2000).
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» Action sur la balance Th1/Th2 : La balance est affectée selon le type de cytokines

produites par les cellules T, I’isotype des Ig et I’efficacité des mécanismes de défense
contre un agent infectieux particulier. Une production élevée d’IFN-y est le critére le
plus important pour catégoriser une réponse en type Thl. En effet, il favorise la
production des immunoglobulines de type Thl (IgG2a) (Snapper et al., 1988 ; Szabo et
al., 2003) et la réaction d’hypersensibilité retardée.

De plus, I’IL-12 et I’'IL-18 induites par un agent pathogéne agissent sur les cellules du
systéme inné de I’immunité. Ces derni¢res (Cellules dendritiques et cellules NK) sont
capables de produire et de sécréter des taux significatifs d’IFN-y, ce qui favorise une
boucle d’autorégulation suffisante pour permettre a I’immunité innée de commencer a
combattre un agent infestant au site d’infection avant le développement de la réponse
adaptative. Cette boucle autocrine prime les cellules dendritiques et les macrophages
pour une fonction APC optimale, en augmentant la présentation de 1’antigéne mais
¢galement la production de I’'IL-12 et de I'IFN-y fournissant ainsi un mécanisme par
lequel I’arme innée du systéme immunitaire induit et amplifie une réponse adaptative
Thl spécifique (Constant et Bottomly, 1997 ; Billiau et al., 2000 ; Murphy et al., 2000 ;
Szabo et al., 2003).

Action dans D’apoptose : L’IFN-y joue un rdle central dans la vie et la mort des
lymphocytes T humains. En effet, si ces derniers expriment des taux élevés de Rlet
faibles de R2, I’'IFN-y agira dans la promotion de leur prolifération. Par ailleurs, si le
taux des deux chaines est ¢levé, elles subiront une apoptose (Novelli et al., 1996 ;
Benarbei et al., 2001). La protéine typique de cette voie apoptotique induite par I’IFN-y
est 'IRF-1 (IFN regulatory factor-1) (Harada et al., 1993 ; Tamura et al., 1995;
Benarbei et al., 2001).

3. LA PROPRIETE ANTIVIRALE :

L’IFN-y possede une action antivirale qui se distingue de celle des autres interférons, par sa
restriction d’espéces, la variation de 1’efficacité de son action en fonction du type de virus
auquel il est confronté, et par sa cinétique d’induction qui est beaucoup plus lente (plusieurs
heures au lieu de 10mn a 30mn) (Falcoff et al., 1972). Sa protection antivirale est basée sur le
fait qu’il contrdle I’expression des génes codant pour des molécules nécessaires aux réactions
immunitaires comme la synthése du CMH, des molécules d’adhésion cellulaire, des cytokines
et des protéines cytosoliques (Tableau I). Il exerce son effet par :

La dégradation des ARN viraux par activation de 1’enzyme 2'-5'-oligo-A synthétase
(Merlin & al, 1983) responsable de la synthése des 2'-5" oligo-nucléotides, activateurs
d’une endonucléase (RNAse L) qui dégrade les ARN messagers viraux (Chebath et al.,
1987 ; Wietzerbin et al., 1990).

L’inhibition de la traduction des ARN viraux par activation d’une protéine kinase (PIs
kinase), qui inhibe par phosphorylation le facteur d’initiation de la synthése protéique
(Zilberstein et al., 1976).

En plus de ces propriétés, I’IFN-y inhibe la réplication du virus Ectomelia, virus de la
vaccine et de I’herpés dans les macrophages (Karupiah et al., 1993). Cette inhibition est
associée en grande partie a la production du monoxyde d’azote (NO), ce qui souligne
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nettement 1’intérét des NOSII dans le mécanisme de défense antivirale (Drapier et al., 1988;
Touil-Boukoffa, 1998).

4. LA PROPRIETE ANTI-PARASITAIRE :

Il est actuellement admis que I’'IFN-y confére une résistance partielle ou totale a des cellules
humaines et murines infectées par différents parasites a multiplication intracellulaire tels que :
Toxoplasma gondii (Nathan et al., 1983), Leishmania donovani (Murray et al., 1983),
Leishmania brasiliensis brasiliensis, Leishmania major (Cox et Liew, 1992), Trypanosoma
cruzi (Plata et al., 1987), Listeria monocytogenes (Bruchmeier et Schreiber, 1985), Rickettsia
prowazekri (Turco et Winkler, 1983), Mycobacterium leprae (Noguerira et al., 1984) et
Chlamydia psittaci (Rothermel et al., 1983).

Suite aux travaux de Mc Kaness en 1969, il a été établi que les macrophages activés jouent un
role important dans le contréle des infections intracellulaires, ceci par I’établissement d’un
processus microbicide résultant de D’apparition de métabolites toxiques de 1’oxygéne, du
monoxyde d’azote et du tumor necrosis factor-a. Ces derniers sont synthétisés dans les
macrophages préalablement activés par I’'IFN-y (Nathan et al., 1979 et 1983 ; Drapier et al.,
1988, Murray, 1994).

L’IFN-y peut également agir par I’induction du tryptophane pyrolase (enzyme qui dégrade le
tryptophane) dans certaines cultures cellulaires. L’induction de cette enzyme apparait bloquer la
croissance des parasites intracellulaires tels que Toxoplasma gondii (Pfefferkorn, 1984 ;
Takikawa et al., 1998) par déplétion du tryptophane dans les cellules infectées.

Touil-Boukoffa et al ont démontré le role de cette cytokine dans 1’induction de la NOS2 lors de
la réponse immunitaire empruntée au cours de I’infection par le macroparasite Echinococcus
granulosus (Touil-Boukoffa et al., 1997 et 1998 ; Touil-Boukoffa, 1998 ; Ait Aissa, 2002). Ces
données ouvrent de nouvelles perspectives dans la thérapie de certaines formes de déviations
physiologiques associées a cette pathologie.

IX - L’IFN-y ET LE TNF-a :

L’un des partenaires assidus de ’IFN-y est le TNF-a. Ce dernier est essentiel a I’expression
d’une activité maximale de I’interféron. En effet, le TNF-a amplifie ’activité antivirale induite
par ’IFN-y (Wietzerbin et al., 1990). Il amplifie également son effet antibactérien et
antiparasitaire (Esparza et al., 1987 ; Wietzerbin et al., 1990) en augmentant I’effet cytotoxique
des macrophages (Drapier et al., 1988). Les deux partenaires coopérent aussi a 1’induction de
la production par les cellules monocytaires d’une cytokine proinflammatoire, I’IL-6 (Sanceau et
al., 1990a ; 1990b et 1991).
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Tableau I : Effet de 'IFN-y sur la production de biomolécules médiant certaines de ses
activités dans la défense de I’hote.

EFFETS DE PROTEINES FONCTIONS REFERENCES
L’IFN-y PRODUITES
- PKR (Protéine -Inhibe la synthése de - Zilberstein et
kinase de régulation | protéines virales par al., 1976
des RNA) phosphorylation des sous
unités a de elF-2 (eucaryotique
EFFET ANTIVIRAL translation initiation factor),
active le NF-kB et 1’apoptose.
-(2’-5”) oligo A -Synthése de (2°-57) A, avec - Wietzerbin et
synthétase E activation de la ribonucléase. al., 1990
-iINOS/NOS2 -Production du NO. -Drapier et al.,
EFFET 1988; Kolb et al.,
ANTIBACTERIEN ET 1995
ANTIPARASITAIRE | -Argininosuccinate -Production de la L-Arg. -Nussler et al.,
synthétase 1994.
-NADPH oxydase -Production de superoxyde.
-Indolamine 2,3- -Dégradation du tryptophane. | -Byrne et al.,
dioxygénase 1986 ; Takikawa
etal., 1998
-IRF-1 -C’est un suppresseur de géne
de tumeur requit pour
I’induction de 1’apoptose.
Plusieurs de ses effets sont
médiés par la Caspace-1.
-Caspace-1 -Protéase impliquée dans la -Chin et al., 1997.
EFFET génération de ’IL-1J et
APOPTOTIQUE I’IL-18 et dans la médiation de
I’apoptose des macrophages.
-Fas/Fas L -Zhang et al.,
2002
-TNF-a -R - L’IFN-y augmente I’effet -Tsujimoto et al.,

apoptotique du TNF-a en
augmentant I’expression de
son récepteur.

1986
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EFFETS DE PROTEINES FONCTIONS REFERENCES
L’TFN-y PRODUITES

-IL-12 -Activateur de la production |-Kubin et al.,
du I'IFN-y et de la 1994
différenciation des CD4" en
Thl.

-TNF-a -Partenaire de I’'TFN-y.

-MCP-1 -Chémoattractant pour les -Gupia et al.,
monocytes/macrophages. 1992

EFFET
IMMUNOMODULATEUR | -ICAM-1 -Molécule d’adhésion entre |-Hou et al.,

les lymphocytes/leucocytes | 1994
et les cellules endothéliales

-V.CAM-1 -Billiau, 1996

-B7.2 -Molécule de surface des -Wallach et al.,
APC qui fournie un costimuli | 1982
pour I’activation des cellules
T.

-Chaine lourde des |- Présentation de I’antigéne

CHM classe 1 -Chang et al.,

-B>-microglobuline 1995

du CMH classe I

-Chaine a;, oy, B, B2
du CHM classe 11

11
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X - PATHOLOGIES ASSOCIEES A L’IFN-y :

En 1999, Egwuagu et al ont montré chez des souris IFN-y'/' I’apparition d’une
encéphalomyélite auto-immune, une albuminurie et une pathologie glomérulaire. Ces travaux
suggerent que I'IFN-y endogéne limite les dégénérescences immunologiques notamment
rénales induites par des antigénes extérieurs. D’autres ¢tudes ont montré, qu’aprés une
transplantation cardiaque chez la souris et un traitement aux immunosuppresseurs, la déficience
en [FN-y induit une diminution significative de 1’épaississement vasculaire, ce qui suggere qu’il

contribuerait au développement artériosclérotique post-transplantation (Raisanen-Sokolowski et
al., 1998).

Rappelons toutefois, que I’'IFN-y n’exerce pas toujours un role protecteur. Il joue effectivement,
un réle central dans la pathogenése au cours de maladies variées telles que le diabete, 1’arthrite
ou encore la sclérose en plaque (Charreire et al., 1998 ; Van Weyenbergh et al., 1998).

XI - LES APPLICATIONS CLINIQUES (THERAPEUTIQUES) DE L’IFN-y :

L’IFN-y a un effet pléiotropique adjuvant sur les défenses de I’homme. De ce fait il émerge
comme une cytokine particulie¢rement importante dans le traitement des maladies infectieuses.
C’est ainsi que des applications prometteuses basées sur 1’utilisation de I’IFN-y ont été mises en
évidence au cours de ces dernicres années.

En effet, chez les patients atteints de leishmaniose et présentant une résistance a I’antimoine
administré au cours des séances de chimiothérapie, 'IFN-y transforme ce pronostic en
engendrant une rémission chez la majorité des patients (Bottasso et al., 1992; Falcoff et al.,
1993 et 1994) ou au moins une diminution de la durée de la chimiothérapie (Anna et al., 1994).

Dans le cas de la toxoplasmose, I’IFN-y peut inhiber in vitro la réplication de T.gondii. Chez le
modele animal, I’administration de I’'IFN-y ou de I’'IL-12 augmente la survie des cobayes. Cet
effet est dii @ une diminution importante du nombre des cellules inflammatoires infiltrantes,
résultant probablement d’une diminution du nombre de tachyzoites dans le cerveau (Suzuki et
al., 1988 et 1990 ; Gallin et al., 1995 ; Khan et Moretto, 1999). Chez plusieurs patients atteints
du HIV, les monocytes obtenus durant un traitement par ’IFN-y ou I’IL-12 ont la capacité
d’inhiber la croissance de T.gondii (Murray et al., 1992). Ces données renforcent I’utilisation
de I'IFN-y dans le traitement de I’encéphalite toxoplasmique, I’'une des infections opportunistes
les plus fréquentes chez les patients atteints de SIDA.

L’administration de I’'IFN-y avec I’IL-12 et le TNF-a est importante dans le maintien de I’effet
protecteur €tabli aprés une vaccination par I’'IL-12 et des ceufs de Schistosoma mansoni chez le
modele murin (Hoffmann et al., 1998 ; Mac Donald et al., 2002).

Liance et al rapportent en 1998 une diminution de la charge parasitaire d’Echinococcus
multilocularis aprés un traitement par I’IFN-y administré a des souris.

L’action de I’IFN-y, dans les pathologies parasitaires, est probablement liée au rééquilibrage de
la balance Th1/ Th2 et a la production du NO (Scott, 1991 ; Munoz Fernandez et al., 1992).

En 1994, des études menées parallelement en Europe et aux Etat Unis, ont montré que
I’utilisation de I’IFN-y réduit nettement I’infection chez plus de 70% des patients atteints de

12
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granulomatose (Curnutte et al., 1994). Cette maladie chronique provoque des désordres du
métabolisme oxydatif dans les cellules phagocytaires a cause d’une déficience des NADPH
oxydase (Gallin et al., 1990).

En 1991, Yamamura et al rapportent également, qu’a ce jour deux infections mycobactériennes
ont pu étre traitées par le biais de I'I[FN-y : I’'une est une infection die a M.avium, I’autre est
die a M.leprae. Ainsi un traitement basé sur I’administration de I’'I[FN-y et d’un agent
antimycobactérien montre une diminution importante du taux de bacilles a I’origine de cette
infection (Gallin et al., 1995). Cet effet résulte probablement de I’augmentation observée in
vivo du métabolisme oxydatif (Nathan, 1992) et non oxydatif des phagocytes. In vitro,
I’interféron-y augmente la concentration intracellulaire de certains antibiotiques
particuliérement les macrolides (Bermudez et al., 1991).

De par ses propriétés immunosuppressives, il a également été utilis¢é dans diverses maladies
auto-immunes expérimentales telles que ’EAE (experimental auto-immune encephalomyelitis)
(Billiau et al., 1988 et 2000), ’'UAE (uveite auto-immune experimental) (Billiau et al., 2000).

L’effet de I’'I[FN-y reste a élucider et a étudier dans de nombreuses maladies, particulierement
dans notre modele macroparasitaire. L’établissement d’un protocole d’action parasiticide
efficace avec des effets secondaires minimes est nécessaire.

13
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LE MONOXYDE D’AZOTE

I - INTRODUCTION:

L’histoire du NO a commencée avec le systéme vasculaire, avec les travaux de Furchgott et
Zawadski en 1980. Ces derniers ont démontré que 1’action vasodilatatrice de 1’acétylcholine sur
les vaisseaux requiert la libération par les cellules endothéliales d’un facteur myorelaxant.
Celui-ci fut nommé EDRF (endothelial-derived relaxing factor). Il agirait sur les muscles lisses
en activant une enzyme, la guanylyl cyclase soluble, induisant ainsi une augmentation
intracellulaire du GMPc.

En 1987, ’EDRF a été identifié par I’équipe de Moncada comme étant le monoxyde d'azote
(Palmer et al., 1987). Ce dernier fut identifié¢ en 1991 comme un messager neuronal
(Garthwaite, 1991). Il est consacré molécule de 1’année 1992 aux Etats-Unis (Culotta et
Koshland, 1992). Ce n’est qu’en 1998 qu’il fait son entrée sur la scéne des médiateurs
biologiques, pour son rdle trés important, tant dans la transmission de I’information, que dans la
réponse immunitaire (Sennequier et Vadon-Le Goff, 1998).

Le NO est une molécule a la fois simple et complexe. Simple, puisque c’est un gaz qui a 1’état
dissous, peut aisément franchir les membranes biologiques et diffuser librement d’une cellule a
I’autre. Il constitue ainsi le messager paracrine idéal. Complexe, le NO I’est stirement puisque
son ¢lectron célibataire en fait un radical extrémement réactif (Stamler, 1994). Il est aussi
complexe par 1’ubiquité de ses effets puisqu’il peut étre impliqué dans différents processus/
dans les réponses immuno-inflammatoires (Dugas et al., 1995 ; Moncada et Higgs, 1995), dans
le choc septique et dans la mort neuronale au cours de I’ischémie. Il a été¢ également rapporté
son implication dans certains mécanismes cellulaires liés a ’apprentissage de la mémoire et a
I”érection (Crépel et Lemaire, 1995).

II - BIOSYNTHESE DU MONOXYDE D’AZOTE :

Le monoxyde d’azote est biosynthétis¢ par une famille d’enzymes appelées : les NO Synthases
qui consomment du B-nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADPH) et de 1’oxygene
moléculaire afin d’oxyder la L-arginine en L-citrulline et en monoxyde d’azote (Marletta,
1989 ; Moncada et al., 1989 ; Nathan et Hibbs, 1991 ; Nathan et Xie, 1994).

1. LES CELLULES PRODUCTRICES DE NO:

La mise en évidence de la production de nitrites et de nitrates par les macrophages murins
activés (Stuehr et Marletta, 1985) a largement facilité la mise en évidence de sa présence
(Ignarro et al., 1987 ; Hibbs et al., 1987 ; Palmer et al., 1987).

La NOS2 est exprimée dans la plupart des cellules mononuclées de mammiferes activées par le
LPS et/ou des cytokines (le TNF-a et I’IFN-y) (Drapier et al., 1988). Les macrophages murins
sont la principale source de NOS2 (Werner et al., 1990). Bien qu’il existait une controverse
quant a la production du NO par les macrophages humains (Denis, 1994), plusieurs études
démontrérent la présence au niveau de ces cellules: de I’ARNm de la NOS2 (Vouldoukis et al.,
1995), d’une voie de signalisation dépendante du NO (Kolb et al., 1994) et d’une activité iNOS
(Vouldoukis et al., 1995) .
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La production du NO est ¢galement induite dans les monocytes dérivants des macrophages
(Denis, 1991), les macrophages alvéolaires (Sherman et al., 1991), les monocytes du sang
périphérique (Hunt et Goldin, 1992) et les neutrophiles (Moncada, 1992).

D’autres sources cellulaires n’appartenant pas au systéme immunitaire classique, peuvent
également exprimer la NOS2 aprés activation. Nous pouvons citer les fibroblastes (Werner-
Felmayer, 1990), les hépatocytes (Nussler et al., 1992), les cellules du muscle vasculaire lisse
(Kilbourn et al., 1992), les astrocytes (Lee et al., 1994), les cellules endothéliales (contenant
¢galement la ctNOS) (Kilbourn et Billono, 1990), les cellules rénales, les chondrocytes et les
cellules épithéliales (Billar et al., 1991 ; Nussler et Billiar, 1993 ; Nathan, 1994 ; Moncada et
Higgs, 1995). Le NO peut également étre synthétisé par les cellules Thl (Barnes et Liew,
1995).

2. LESNO SYNTHASES:

I1 existe trois isoformes de NO Synthase. La NOS2 a été purifiée et clonée pour la premiére fois
dans les macrophages de souris (Stuehr et Marletta, 1987) puis chez I’homme (Forstermann et
al., 1995). Les différences majeures entre ces isoformes sont le mode d’expression, la
localisation, la régulation et la fonction. En revanche, elles possédent la méme structure
générale.

» LaNOS 1 (isoenzyme de type 1 ou NOS neuronale) constitutive.
» LaNOS 2 (isoenzyme de type 2 ou iNOS) inductible.
» La NOS 3 (isoenzyme de type 3 ou NOS endothéliale) constitutive.

Les NOS sont le premier exemple d’oxygénase a héme-thiolate auto-suffisante chez les
mammiferes, ¢’est & dire fonctionnant en absence d’autres enzymes, telles que les réductases.
Elles ressemblent ainsi au cytochrome P-450 bactérien (Bredt et al., 1991). Elles ne sont actives
que sous forme homodimérique car le domaine oxygénase du monomeére est inactif En
revanche, le domaine réductase du monomere garde sa capacité de transfert des électrons
(Marletta, 1994). Le domaine oxygénase est responsable de la structure dimérique de la NOS2,
alors que le domaine réductase le déstabilise (Ghosh et al., 1996 ; Venema et al., 1997).

Les conditions d’assemblage des sous unités différent selon le type de NOS. Pour la NOS2,
I’héme et le BH4 (ou analogue) sont nécessaires a la formation du dimére (Presta et al., 1998).
La présence de la L-Arginine (ou d’un analogue) facilite cette dimérisation (Sennequier et al.,
1996). Pour les NOS 1 et 3, seul I’héme est indispensable a la dimérisation (Venema et al.,
1996). Le BH4 sert seulement a stabiliser le dimére ainsi formé (Gorren et al., 1996).

Les NOS constitutives (NOS1 et NOS3) engendreront une petite ¢lévation du taux de NO
pendant une durée courte (Bredt et Snyder, 1990). La NOS2 générera une ¢lévation importante

du taux de NO qui s’étalera sur une longue période (Nathan, 1992 ; Dugas et al., 1995 ; James,
1995) (Fig. 1).
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3. LE MECANISME DE BIOSYNTHESE DU NO :

Le NADPH se fixe sur le domaine réductase des NOS par lequel il est oxydé. Les 2 ¢€lectrons
ainsi libérés transitent par le FAD puis par le FMN avant d’aboutir dans le domaine oxygénase
des NOS. Au niveau de ce domaine, il existe un site de fixation de I’héme et du
tetrahydrobioptérine (BH4) (Mellouk et al., 1994). Ce flux d’¢lectrons n’est possible que si la
calmoduline est couplée a I’enzyme, ce qui rend 1’activité des NOS constitutives dépendantes
de la concentration en ion Calcium (la calmoduline étant couplée fortement a 1’isoforme
inductible (Cho et al., 1992). Le substrat (L-arg.) est alors hydroxylé par I’héme du domaine
oxygénase en N-hydroxyarginine (NOHA) grace aux électrons provenant du NADPH et a
I’oxygéne moléculaire. La NOHA est oxydée a son tour pour donner le NO et la L-citrulline

(Fig. 1).

III - REGULATION DU METABOLISME DES NOS :

Cette biosynthése est régulée a plusieurs niveaux : transcriptionnel, mais aussi par la
concentration du milieu en ion Calcium, par I’assemblage du dimere des NOS, ou encore par
leur substrat (L-arginine) et leur produit (NO) (James, 1995).

La régulation des NOS se fait par :

1 - Le couplage a la calmoduline : Les NOS constitutives (NOS 1, NOS 3) ne sont actives
qu’apres couplage a la calmoduline (James, 1995), qui intervient comme un interrupteur
permettant le flux d’électrons au sein de 1’enzyme (Abu-Soud et al., 1994), mais aussi
I’assemblage des monomeéres de la NOS 3 (Hellermann et al., 1997). L’activité de ces deux
isoformes est donc régulée par la concentration en ions calcium qui régle le couplage de la
calmoduline (Thiemermann, 1995).

L’activité de la NOS inductible (NOS 2) est indépendante des ions calcium, car elle est
fortement couplée a la calmoduline. La régulation de cette isoenzyme est étroitement associée
aux réponses immuno-inflammatoires (Nathan, 1992 ; Dugas et al., 1995 ; Sennequier et
Vadon-Le Goff, 1998).

2 — Le substrat : Cette régulation peut avoir lieu dans plusieurs cas :
> En absence du substrat : Les NOS, tout comme les cytochromes P450, peuvent
produire méme en [’absence de substrat du superoxyde et du peroxyde
d’hydrogene par transfert d’¢lectrons du NADPH a I'oxygéne via I’héme (le
découplage).

> En présence d’une concentration saturante du substrat: La saturation en
L-arginine provoque une diminution de la vitesse d’oxydation du NADPH, d’un
facteur de 2 a 3 pour la NOS1 contre une augmentation d’un facteurde 4 a 6
pour la NOS 2.

3 — Le produit (le NO) : Cette régulation s’effectue par la fixation du NO sur I’atome de fer
des NOS avant méme de quitter le site actif. Le complexe inactif résultant se forme
transitoirement pendant la production du NO. Il représente 80% de I’enzyme totale dans le cas
de la NOSI. Il devient instable en présence d’oxygene, dont la concentration module 1’activité
de la NOS1 (Griscavage et al., 1993 ; Dweik et al., 1998).
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4 - L’arginase : L’arginase est une enzyme qui transforme I’arginine en urée et en ornithine
(Chang et al., 1998). La NOHA s’est avérée étre 1’un des meilleurs inhibiteurs de cette enzyme
(Boucher et al., 1994). 1l pourrait donc exister une régulation croisée des deux systémes
enzymatiques métabolisant 1’arginine, la NOS et I’arginase. En effet, 'un des mécanismes
d’échappement des parasites a la cytotoxicité du NO est I’activation de I’arginase. Cette
activation induit une déplétion de la L-arginine (nécessaire pour la synthése du NO) et une
augmentation de la production de polyamine (nécessaire pour la croissance et la différenciation
du parasite) (Vincendeau et al., 2003) (Fig. 1).

5 - Les cytokines : L’IFN-y, et le TNF- a sont les plus importants inducteurs de la transcription
de la NOS2 (Stuehr et Marletta, 1987 ; Drapier et al., 1988b). Ces deux cytokines agissent en
général en synergie (Drapier et al., 1988b). Elles peuvent également étre combinées aux LPS et
a I’IL-1 pour un effet maximal (Nussler et al., 1992). La région promotrice de la NOS2 posséde
de nombreux sites de régulation potentiels incluant, en particulier, deux motifs importants : une
séquence de liaison de I’interferon regulatory factor 1 (IRF-1) et du NFkB. Ces deux séquences
sont impliquées dans la régulation par I'IFN-y et le LPS respectivement (Martin et al., 1994).

D’autres cytokines agissent sur la régulation négative de la production du NO, en réduisant la
transcription des ARNm des NOS inductibles, ou encore en affectant leur stabilité (Bogdan et
Nathan, 1993 ; James, 1995). Ainsi le TGF-f, I'IL-4 et ’IL-10 modulent directement la
production du NO en inhibant I’expression de la NOS2 au niveau transcriptionnel et post
transcriptionnel. L’étendue de leurs effets varie selon les conditions expérimentales (Liew et
al., 1991 ; James, 1995). Leur fonction inhibitrice dépend étroitement de la durée de contact
avec les macrophages avant I’introduction de stimuli nécessaires a leur activation (Liew et al.,
1989 ; Ding et al., 1990 ; Gazzinelli et al., 1992 ; James, 1995). Ces trois cytokines agissent
¢galement en synergie pour inhiber I’activité cytotoxique des macrophages, et engendrer un
arrét de la production du NO (Oswald et al., 1992 ; James, 1995) (Fig. 1).

Cependant, I’IL-4 peut avoir un effet inducteur indirect sur la production du NO par I’induction
de I’expression du CD23 (Kolb et al., 1994 ; Dugas et al., 1995 ; Paul-Eugéne et al., 1995).

6 - Le CD23 : Le CD23 joue un rdle fonctionnel dans I’activation rapide des NOS2, dans les
macrophages humains. La fixation d’IgE complexées sur le CD23 provoque la libération de
médiateurs pro-inflammatoires tels que le NO. Il contribue ainsi au développement des
réactions inflammatoires dépendantes des IgE. Aprés I’activation in vitro et in vivo, la voie de
production du NO dépendante du CD23 est inhibée par I’IL-4. Cette observation démontre que
I’immunopropriété de 1I’'IL-4 (induction ou suppression) est différente en fonction de 1’état
d’activation de la cellule (Capron, 1980 ; Mossalayi et al., 1994 ; Dugas et al., 1995 ; Moncada
et Higgs, 1995 ; Paul Eugéne et al., 1995 ; Vouldoukis et al., 1995).

7 —L’autorégulation : Le NO inhibe la production de I’IL-1 (Chujor et al., 1996) et de I’'IL12
(Roth et al., 1996) des macrophages, ce qui peut représenter une boucle d’autorégulation.

Le NO peut intervenir dans la régulation négative de I’IL-12 par :

e L’induction d’un antagoniste de I’'IL-12 : le (P40), (Rothe et al., 1996).

e L’inhibition des JAK2 et JAK3 (Dué et al., 1998).

e La suppression de la réponse des cellules Tho a I’IL-12 (Rothe et al., 1996).

8 - La prostaglandine E; (PGE;) : Ce médiateur physiologique produit par les macrophages
est connu pour ses propriétés régulatrices vis a vis de la production du NO. Ceci est peut étre di
a son effet inhibiteur sur les cellules Thl provoquant ainsi une diminution de la production
d’IL-12 et d’IFN-y (Philip et al., 1991 ; James, 1995). D’autres études rapportent que la
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prostaglandine inhibe la production du NO en agissant directement sur les macrophages activés
(Raddassi et al., 1993 ; Alleva et al.,1994 ; James, 1995).

9 - La phosphorylation : La phosphorylation pourrait aussi constituer un mécanisme de
régulation supplémentaire pour 1’ensemble des NOS. Cependant, le role de cette modification
post-transcriptionnelle n’est pas encore bien défini (Feron, 1997).

IV - LES DERIVES (METABOLITES) DU NO :

En réagissant avec 1’oxygéne moléculaire ou certains de ses dérivés (comme 1’anion
superoxyde), le NO se transforme rapidement en nitrite et nitrate en milieu aqueux (Hibbs et
al., 1988), deux produits physiologiquement stables. Cette transformation passe par des
intermédiaires instables mais trés réactifs. Certains sont encore mal définis mais il semble que
les cellules phagocytaires soient capables de produire du peroxynitirite, produit de Ia
combinaison entre NO et O, (Ischiropoulos et al., 1992).

Dans le sang total, les nitrites sont rapidement transformés en nitrates (Kelm et al., 1992). En
effet, le taux basal de nitrites dans le sang est faible en comparaison a celui des nitrates (Green
etal., 1982).

V - ROLE BIOLOGIQUE DU MONOXYDE D’AZOTE :

L’éventail des propriétés biologiques attribué au monoxyde d’azote continue a s’étendre. Du
fait de sa réactivité et de sa faible taille, le NO atteint potentiellement toutes les cibles.

L’impact de la biosynthése de NO dépend d’une part, de la quantité produite et d’autre part, des
cibles situées a proximité du lieu de sa synthése.

1- ROLE DU NO DANS LA TRANSMISSION DE L’ INFORMATION :

Le NO produit par les NOS constitutives est impliqué dans la transmission de I’information par
activation réversible de la guanylate cyclase soluble, induisant ainsi une augmentation du
GMPc dans les cellules cibles. Ce dernier servira comme second messager dans ’activation de
plusieurs protéines kinases. Le NO agit en particulier comme neurotransmetteur lorsqu’il est
produit par la NOS1 (neuronale). A I’inverse, lorsqu’il est produit par la NOS3 (endothéliale et
vasculaire) il joue le role d’un vasodilatateur (Marletta, 1989) (Fig. 1).

2 -ROLE DU NO DANS L’IMMUNITE ET L’ INFLAMMATION :

L’expression de la NOS inductible est généralement le résultat de réponses inflammatoires
localisées ou diffuses, suite a une infection ou a une altération tissulaire. Le NO produit par les
NOS2, joue par conséquent un rdle important dans la régulation, [Dinitiation et le
développement des mécanismes de défense immunitaire de I’hote (Dugas et al., 1995 ;
Moncada et al., 1995). L’activation des macrophages par des cytokines ou des endotoxines
provoque I’expression de la NOS2. Le NO produit peut alors agir sur des cellules tumorales,
des bactéries ou des parasites intracellulaires par son action cytostatique et cytotoxique (Nathan
et Hibbs, 1991 ; Moncada, 1992) (Fig. 1).
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L’effet cytotoxique du NO apparait étre dii a I’inactivation de plusieurs voies métaboliques
essentielles, a travers la formation de complexes iron-dinitrosyl-dithiolate. Le NO inactive
certaines enzymes clés au niveau des sites catalytiques par nitrosylation des centres Fe-S
(Girard et Potier, 1993 ; Woods et al., 1994). Parmi ces enzymes, nous pouvons citer ceux du
cycle du Krebs telles que : 1’aconitase, ceux de la chaine respiratoire telles que 1’'ubiquinone
oxydoréductase (Stamler et al., 1992) et la ribonucléotide réductase impliquées dans la synthése
de I’ADN et la prolifération cellulaire. (Drapier et Hibbs, 1986 ; Hibbs et al., 1990 ; Ignarro,
1991 ; Kwon et al., 1991 ; Lepoivre et al., 1992 ; Moncada et Higgs, 1993).

2a - Cytotoxicité anti-tumorale du NO :

In vitro, le NO est un effecteur de la Cytotoxicité anti-tumorale des macrophages murins
(Hibbs et al., 1987). En effet, le NO exerce un effet anti-prolifératif rapide en inhibant 1’activité
de la ribonucléotide réductase, enzyme limitante de la réplication de I’ADN (Lepoivre et al.,
1991). 11 peut également étre toxique en inhibant la respiration mitochondriale (Drapier et al.,
1988a) et en réalisant des cassures dans I’ADN (Nguyen et al., 1989).

In vivo, ’expression de la NOS2 a été associ¢e a des macrophages infiltrant des tumeurs chez
I’animal et I’homme. Cependant la question de savoir si le NO a un effet anti- ou pro-tumoral
dans ces conditions est encore en suspens (Jenkins et al., 1995).

2b - Cytotoxicité antivirale du NO :

Le NO est impliqué dans I’inhibition de la réplication virale (Mannick, 1995). Dans plusieurs
modeles expérimentaux, 1’induction de la NOS2 bloque la réplication dans les macrophages de
plusieurs types de virus : le flavivirus (Kreil et Eibl, 1996), le virus de la vaccine (Karupiah et
al., 1993) et méme un rétrovirus : le virus de Friend (Akarid et al., 1995).

2¢ - Cytotoxicité antibactérienne et antiparasitaire du NO :

De nombreux micro-organismes pathogenes, particulierement a développement intracellulaire,
sont sensibles au NO. En effet, il a ét¢ démontré que 1’expression de la NOS2 et une forte
production de NO accompagnent les infections par des parasites intracellulaires (Evans et al.,
1993). De plus, I’inhibition de la NOS2 chez certains animaux est paralléle a une exacerbation
de I’infection. Les résultats obtenus avec des animaux NOS2/" semblent le confirmer. En effet,
dans deux études indépendantes, il a été démontré que ces souris sont plus sensibles a
I’infection par des bactéries ou des parasites pathogénes (Macmicking et al., 1995 ; Wei et al.,
1995).

VI-NO ET PHYSIOPATHOLOGIES :

Bien que le NO soit un composant essentiel de la physiologie normale de la cellule, sa
surproduction s’avere étre a ’origine de diverses physiopathologies (Barus et Liew, 1995.
Dugas et al., 1995; Moncada et Higgs, 1995). En effet, cette hyperproduction entraine
I’inhibition d’enzymes essentielles au fonctionnement cellulaire, comme la ribonucléotide
réductase et certaines enzymes du transport mitochondrial. Cet effet se produirait
éventuellement apres réaction du NO avec 1’ion superoxyde pour former 1’ion peroxonitrique
(Dugas et al., 1995).
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Le choc septique semble étre le cas le plus extréme et dont I’issue est souvent fatale
(Thiemermann, 1995). Dans ce cas, I’expression incontrélée de la NOS2 par le tissu vasculaire,
en réponse a l’infection, est probablement en partie responsable des symptomes observés
(Invasion du systéme circulatoire par des microorganismes, hypotension, dysfonctionnement de
plusieurs organes, ...) (Smalt et al., 1997). Le NO produit surstimule les mécanismes
régulateurs de la pression sanguine normalement réglée par la NOS3 (Endo et al., 1996).
L’inhibition spécifique de la NOS2 a ¢été tentée avec succes dans un modele murin. En effet,
une dose adéquate d’inhibiteur (la S-méthyllisothiocitrulline, dans ce cas) réduit I’hypotension
sans interférer avec les fonctions régulatrices de la NOS3 sur la microcirculation (Moncada,
1992 ; Rosselet et al., 1998). Cependant, bien que ce traitement réduit le taux de mortalité, il ne
réduit pas les dommages infligés au foie, un des organes les plus atteints lors du choc septique.
Chez les patients atteints de choc septique, de faibles doses de N°-monomethyl-L-arginine
ajoutées a la thérapie standard, renverse 1’hypotension (Petros et al., 1991).

L’altération de la capacité anti-oxydante des cellules infectées par le HIV1 (Green Spam et
Aruoma, 1994 ; Dugas et al., 1995) entraine une incapacité a produire des protéines anti-
oxydantes naturelles telles que la lactoferrine (Paul Eugéne et al., 1993 ; Defer et al., 1995 ;
Dugas et al., 1995).Cet effet est dii a I’hyperactivité phagocytaire des macrophages observée
lors d’une telle infection. Dans ce cas, des intermédiaires réactifs de 1’oxygene et le NO
induisent I’expression du gene HIV et la réplication virale, par leur capacité a activer le NF-kf3
(Schreck et al., 1991 ; Dugas et al., 1995). Cette activation aboutit a 1’induction de la
production du TNF-a qui amplifie la vague initiale de production d’oxygene réactif et de NO,
et défini ainsi un cycle vicieux pour la réplication du HIV (Dugas et al., 1995).

La production en exces du NO est associée aux réponses inflammatoires chroniques telles que
I’asthme (Barnes et Liew, 1995) et I’arthrite rhumatoide (Kolb et Kolb-Bachofen, 1992).

Si une forte concentration de NO exerce un effet cytotoxique tumoral, une production plus
faible favoriserait in vivo la croissance tumorale par un effet positif sur la vascularisation
(Jenkins et al., 1995).

Le NO peut également étre impliqué dans des altérations tissulaires. En effet, il peut étre aussi
bien cytotoxique pour les micro-organismes infestant que pour les cellules qui le produisent
ainsi que les cellules avoisinantes. Plusieurs études indiquent aussi le role des inhibiteurs des
NOS (Buckberg et al., 1992 ; Oury et al., 1992) ainsi que les donneurs de NO (Lefer, 1992)
dans la protection contre de telles 1ésions. Ceci est probablement di a la double fonction du
NO, qui est d’une part cytotoxique et d’autre part vasodilatateur et potentiellement protecteur.
De plus, le NO a une muti-facette dans les réactions inflammatoires, induisant a la fois une
vasodilatation et la formation d’cedéme.

Le bilan des actions in vivo du NO produit par la NOS2 est donc loin d’étre achevé. L’équilibre
entre les signaux positifs et négatifs permet de maintenir un état physiologique normal des
cellules de I’organisme. La perturbation de cette balance par des pathogenes sera a 1’origine du
développement des réponses inflammatoires et immunitaires spécifiques (Kolb et Kolb-
Bachofen, 1992) (Fig. 2).
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Figure 2 : Dualité¢ fonctionnelle du monoxyde d’azote
(Burgner et al., 1999 ; Brunet, 2001).
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VII - UTILISATION DIRECTE OU INDIRECTE DU NO DANS LES ETUDES DE
CYTOTOXICITE BACTERIENNE, PARASITAIRE ET TUMORALE :

I1 a été rapporté que I’engagement du CD23 a la surface des macrophages par des complexes
IgE/anti IgE ou par des anticorps monoclonaux anti-CD23 induit in vitro I’expression des
ARNm de la NOS2 dans les macrophages humains (Dugas et al., 1995). Cette expression
entraine une destruction NO dépendante de parasites intracellulaires tels que : Leishmania
major et Toxoplasma gondii (Vouldoukis el al. 1995). Elle régule également la prolifération du
HIV1 (Ouaaz et al., 1996) et induit la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le
TNF-a et I'IL-6 (Mossalayi et al., 1994). Ces observations ouvrent de nouvelles perspectives
quant a I’utilisation in vivo du CD23 comme un outil pharmacologique thérapeutique.

L’engagement du CD69, molécule membre de la famille des lectines de type C (comme le
CD23), induit également une production de NO par les monocytes humains qui deviennent
alors cytotoxiques in vitro pour des cellules tumorales (De Maria et al., 1994).

L’injection individuelle ou complexée de TNF-a, d’IL-1 et/ou de lymphotoxines a des souris
atteintes de malaria induit la production de nitrates et de nitrites et une diminution de la charge
parasitaire. L’utilisation d’un inhibiteur des NOS (le N-monométhyl-L-arg. : L-NMMA) bloque
la production des dérivés de NO induis par le TNF-a. Ces résultats sont compatibles avec la
possibilité que le TNF-a, I’[L-1 et/ou la lymphotoxine peuvent contribuer par la génération du
NO, a la défense de 1’hote en réponse a une infection parasitaire (Rockett et al., 1992).

Les recherches de Gobert et al en 2000 ont démontré que Trypanosoma brucei brucei
transformait in vivo de la L-arginine en polyamine (nécessaire pour la synthése de I’ADN et de
la trypanothione). L’utilisation in vitro, d’un inhibiteur des arginases diminue la production de
polyamines et augmente la production de nitrites par les macrophages. Cet effet est
accompagné par une destruction parasitaire plus importante. In situ, la restauration de la
production de NO et de la résistance au parasite est observée aprés un traitement par un exces
de L-arg. Ces effets sont abolis aprés 1’utilisation de D.arg. ou de N®-nitro-L-arg.
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L’INTERLEUKINE-12

I - INTRODUCTION ET HISTORIQUE :

L’interleukine 12 est une cytokine pro-inflammatoire qui joue un role capital dans 1’orientation
des réponses lymphocytaires vers un profil Thl. Elle exerce également des -effets
immunorégulateurs importants sur les cellules NK et sur la production d’TFN-y.

L’IL-12 humaine fut originellement purifiée et caractérisée en 1989 par Kobayashi et al a partir
de surnageants de la lignée de cellules lymphoblastoides B activées par le phorboldiester. Elle
fut initialement nommée facteur stimulateur des cellules NK (NKSF) pour sa capacité a
augmenter I’activité lytique des cellules NK et a induire la production d’IFN-y par les cellules
NK et les lymphocytes T (CD 4 et CD ") (Wolfet al., 1991).

Quelques mois plus tard, un deuxiéme groupe a identifié¢ un facteur capable d’agir en synergie
avec I'IL-2 pour la génération des cellules LAK (lymphocyte activated killer) a partir de
cellules mononuclées. Il a été purifi¢ a partir du surnagent d’une lignée de cellules B et fut
appelé CLMF (cytotoxic lymphocyte maturation factor) (Stern et al., 1990 ; Gubler et al.,
1991).

Cependant, 1’analyse biochimique, le clonage et le séquengage du cDNA codant pour le NKSF
et le CLMF ont montré que ces deux facteurs représentaient une seule et méme molécule.
L’appellation unifiée d’interleukine 12 fut attribuée par convention a ce facteur (Wolf et al.,
1991).

II - STRUCTURE DE L’IL-12:

C’est une glycoprotéine de 70 kDa composée de deux sous unités liées par un pont dissulfure
essentiel pour leur activité biologique. Les deux sous unités ont un poids moléculaire de 40 kDa
et 35 kDa (Kobayashi et al., 1989 ; Stern et al., 1990 ; Wolf et al., 1991 ; Gubler et al., 1991 ;
Trinchieri, 1994). Chacune d’elle est codée par un géne distinct indépendamment régulé
(Gillessen et al., 1995 ; Ling et al., 1995 ; Tsang et Weatherbee, 1996 ; Gately et al., 1997). En
effet, le géne codant pour la P4y de I’'IL-12 humaine se situe sur le chromosome 5 dans une
région comportant les génes codant pour plusieurs récepteurs, a savoir le récepteur du M-CSF.
Le geéne codant pour la Pss est localisé sur le chromosome 3 (Sieburth et al., 1992 ; Gately et
al., 1997).

La chaine lourde de I’IL-12 humaine (P4) est composée de 306 aa avec 10 cystéines, 4 sites
potentiels de N glycosylation et un site de fixation de I’héparine. La chaine 1égére (Pss) a une
structure secondaire riche en hélice a. Elle contient 197 aa avec 7 cystéines et 3 sites potentiels
de N glycosylation (Wolf et al., 1991 ; Gubler et al., 1991). Les deux chaines contiennent
respectivement 10% et 20% de carbohydrate (Podlaski et al., 1992).

I1 n’existe aucune homologie de séquence entre la P3s et la P4 (Gubler et al., 1991 ; Wolf et al.,
1991 ; Chua et al., 1994). Toutefois, la P35 présente une homologie de séquence avec 1’IL-6 et
le G-CSF (Meberg et al., 1992 ; Bellone et Trinchieri, 1994 ; Brunda et Gately, 1995 ; Gately et
al., 1997). La séquence de la P4 est homologue a celle de la partie extracellulaire de la chaine o
du récepteur de I’IL-6 et du récepteur du G-CSF (Gearing et Cosman, 1991 ; Schoenhaut et al.,
1992 ; Bellone et Trinchieri, 1994 ; Brunda et Gately, 1995; Gately et al., 1997). Ces
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homologies suggerent que la P4y peut exister sous forme liée a la membrane et que le récepteur
de ’IL-12 peut étre en relation avec une gp130. Toutefois, aucune preuve de ’existence d’une
forme de I’'IL-12 liée a la membrane n’a été établie, mais il est admis qu’un composant du
récepteur de I’IL-12 est structurellement relié a la gp130.

III - PRODUCTION DE L’IL-12:

Les principales sources d’IL-12 sont les cellules phagocytaires/cellules présentatrices de
I’antigéne (CPA) : essentiellement les monocytes/macrophages, les cellules B et les cellules
dendritiques activées (D’Andrea et al., 1992 ; Macatonia et al., 1995), ainsi que les cellules
microgliales (Constantinescu et al., 1996). 1l a ét¢ démontré également que les neutrophiles
(Cassatella et al., 1995), les mastocytes (Smith et al., 1994) et les kératinocytes (Argane et al.,
1994) pouvaient produire de I’'IL12 in vitro. D’autres types de cellules peuvent produire de
I’IL-12 in vitro a des niveaux bas parmis lesquelles figurent des lignées de cellules myéloides :
THP-1, ML-3 et HL-60 stimulées par le LPS. Les lignées de cellules stromales thymiques sont
également source d’IL-12 (Lamont et Adorini, 1996 ; Gately et al., 1997).

IV - PRINCIPAUX INDUCTEURS DE LA PRODUCTION DE L’IL-12:
Deux voies principales d’activation induisent la production d’IL-12 :
1 — Production de I’IL-12 en réponse a un stimulus bactérien :

Dans un nombre de cellules effectrices, il a été démontré in vitro que les
monocytes/macrophages produisent de I’IL-12 en réponse a une variété de bactéries ou a leurs
constituants tels que le lipopolysaccharide (LPS) ou I’acide lipoteichoique (LTA), apres
interaction avec le CD14 (Cleveland et al., 1996). Un autre groupe a montré que I’ADN
bactérien était également un inducteur de I’TL-12 (Ballas et al., 1996).

Apres infection par des bactéries ou des parasites intracellulaires I’IL-12 est produite
rapidement, par 1’intermédiaire d’un mécanisme indépendant des cellules T (Gazzinelli et al.,
1993 ; Tripp et al., 1993).

2 — Production de I’IL-12 en réponse a ’interaction CPA-cellule T :

La deuxieme voie engendrant la production d’IL-12 par les CPA est activée par I’interaction
entre CPA et le lymphocyte T, lors de la présentation de 1’antigéne grace a des interactions de
type CD40-CD40L et TCR- peptide CHM classe II (Dekruyff et al., 1997 ; Maruo et al., 1997).
C’est par ce dernier mécanisme que 1’IL-12 joue un réle pivot dans I’immunité adaptative.

V - REGULATION DE LA PRODUCTION DE L’IL-12 :

La régulation de la production d’IL-12 est rendue complexe a cause de la structure
hétérodimérique de cette cytokine. Toutefois, elle peut étre régulée par des signaux de ‘feed

back positifs’’ ou négatifs (Gately et al., 1997 ; Ma et al., 2000).

» L’IFN-y : 1l potentialise I’induction de la production de I'IL-12 et de la chaine Py
(Trinchieri, 1995 ; Ma et al., 1996).
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» Les cytokines de type Th2 : L’IL-4, I’IL-13, le TGF-B est principalement I’IL-10 sont
de puissants inhibiteurs de la production d’IL-12 par les cellules phagocytaires
(D’Andrea, 1993 et 1995 ; Kubin et al., 1994 ; Murphy et al., 1994).

» La prostaglandine E, (PGE,) : C’est un puissant facteur des réponses Th2. Il inhibe la
production de I’IL-12 induite par le LPS dans les monocytes humains, d’'une maniére
indépendante de I’IL-10. Cette inhibition serait induite par une élévation de I’AMPc
intracellulaire puisque d’autres agents qui augmentent la concentration de cette derniére
molécule inhibent également la production de I’IL-12 (Gately et al., 1997).

» L’homodimeére P4y -P4 : Plusieurs travaux ont montré chez I’homme et la souris,
I’existence d’un homodimeére P4 -P4o. Ce dernier se fixe sur le récepteur de I’IL-12 sans
induire de réponse biologique, et pourrait jouer le réle d’antagoniste de I'IL-12. Ces
résultats suggerent un role physiologique de régulation négative de I’homodimére Py,
qui reste néanmoins a démontrer expérimentalement (Mattner et al., 1993 ; Gillessen,
1995; Ling et al., 1995 ; Gately et al., 1996).

VI - LE RECEPTEUR DE L’IL-12:

Les chalnes du récepteur de I’IL-12 sont exprimées principalement sur les lymphocytes T
(CD4" et CDg") activées, les cellules NK activées et aux repos (Chizzonite et al., 1992 ; Dessai
et al., 1992 ; Naume et al., 1993 ; Lamont et Adorini, 1996 ; Gately et al., 1997). Récemment,
une expression du récepteur a été détectée sur les CPA (Grohmann et al., 1998) notamment sur
les lymphocytes B (Airoldi et al., 2000).

L’IL-12R est un membre de la superfamille des récepteurs de cytokines hématopoiétiques. Il a
une structure analogue au gp130, un composant commun de la signalisation des récepteurs de
I’IL-6, de I’IL-11 et du LIF (leukemia inhibitory factor) (Chua et al., 1994 ; Lamont et Adorini,
1996 ; Gately et al., 1997 ; Shepherd et Abdohasilina, 1997).

Le récepteur de I’IL-12 est une glycoprotéine transmembranaire dimérique ou oligomérique
formée de deux types de chaines B; et B>. Au niveau de la surface cellulaire, chacune des deux
sous unités s’organise en dimeére ou oligomére indépendamment de la liaison du ligand. La
chaine dite B (ou ;) est transmembranaire avec un poids moléculaire de 100 kDa. Elle présente
deux domaines, un extracellulaire de 516 aa, 6 sites de N glycosylation, 2 paires de résidus
cystéines et une séquence WSXWS conservée. Le domaine intracytoplasmique renferme 91 aa,
3 sites de phosphorylation et 2 séquences conservées Box 1 et Box 2. Cette chaine a elle seule,
lie I’IL-12 avec une faible affinité et parait étre impliquée dans la signalisation de I'IL-12,
malgré 1’absence de résidus tyrosine dans sa partie cytoplasmique (Chua et al., 1994 ; Lamont
et Adorini, 1996 ; Presky et al., 1996 ; Gately et al., 1997). La chaine a (ou B,) de 130 kDa se
lie également a I’[L-12 avec une faible affinité. Elle posséde trois résidus tyrosine dans la
région cytoplasmique (Chua et al., 1994 ; Presky et al., 1996 ; Gately et al., 1997 ; Shepherd et
Abdohasilina, 1997).

Chez I’homme la co-expression des deux sous unités est indispensable a la formation de sites

de haute affinité (Gately, 1998). La chaine f; est indispensable a la formation de récepteurs de
haute affinité, donc a la liaison stable de I’'IL-12, alors que la chaine o transduit le signal.
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VII- LE MODE DE TRANSMISSION DU SIGNAL :

Le mode¢le proposé pour la transduction du signal de 1I’'[L-12 suggere que la sous unité Py
serait nécessaire a la fixation de I’hétérodimere sur le récepteur au niveau de la chaine ;. Le
domaine de liaison P4y-P3s interagirait ensuite avec la chaine [;, ce qui permettrait de transduire
le signal (Chua et al., 1994 ; Presky et al., 1996 ; Wang et al., 1999 ; Gately, 1998). Cette
hypothése expliquerait que 1’homodimere Pso-P4o n’ait qu’un role d’antagoniste, sans effet
biologique propre, puisqu’il est incapable de se fixer sur la sous unité 3, (Presky et al., 1996).

La fixation de I’IL12 entraine I’activation par tyrosine phosphorylation de TYK, et JAK,
associés aux sous unités B; et B, respectivement (Bacon et al., 1995 ; Zou et al., 1997). Ces
kinases activées, phosphorylent a leur tour la chaine B, qui recrute alors la molécule
cytoplasmique STAT,. Cette derniére interagit par son domaine SH2 avec la tyrosine
phosphorylée en position 800 du récepteur, au niveau d’une séquence appelée site d’arrimage
pour étre phosphorylée par les JAK (Naeger et al., 1999). Activés, les STAT, s’associent en
dimeres et transloquent vers le noyau ou elles se lient a des éléments de réponses spécifiques
sur I’ADN et activent la transcription de certains génes (Thle et al., 1995; Jacobson et al., 1995 ;
Schindler et Darnell, 1995 ; Xu et al., 1996).

VIII - LES PRINCIPAUX EFFETS BIOLOGIQUES DE L’IL-12 :

Comme les autres cytokines, I’IL-12 est une cytokine a activité pleiotropique, en effet elle
présente la capacité d’augmenter 1’activité lytique des cellules NK/LAK et les CTL, d’induire
la production de I’'IFN-y par les cellules T et NK et de stimuler la prolifération de celles-ci.
Toutefois, I’activité principale de I’IL-12, en association avec I’'IFN-y, est d’orienter la réponse
immunitaire vers une réponse a médiation cellulaire en vue de la promotion, de la maturation et
de I’activation des cellules ThO en Thl (Chua et al., 1994 ; Gately et al., 1997).

D’autres travaux ont montré que 1I’IL-12 jouait également un réle important dans la défense de
I’organisme contre des agents pathogénes a multiplication intracellulaire.

1-L’IL-12 et PIFN-y :

L’IL-12 est I’'un des inducteurs les plus importants de la production de I’ITFN-y par les cellules
T et NK activées et au repos (Kobayashi et al., 1989 ; Chan et al., 1991 et 1992), en
augmentant la transcription des génes codant pour cet interféron. Plusieurs cytokines incluant le
TNF-a (Tripp et al., 1993), ’'IL-1, I'IL-2 et I’[L-15 (Carson et al., 1995) agissent en synergie
avec I’IL-12 pour stimuler la production d’IFN-y (Chan et al., 1991). De plus, le CD28 coagit
avec I’IL12 dans I’induction de la production d’IFN-y par les lymphocytes T (Kubin et al.,
1994 ; Murphy et al., 1994 ; Gollob et al., 1999). L’IL-12 induit également 1’expression du
récepteur de I’IL-18 sur les cellules productrices d’IFN-y, ce qui permet a I’'IL-18 d’agir en
synergie avec I’IL-12 pour la production d’IFN-y (Li et al., 1996). Cette propriété de I’'IL-12 est
a I’origine de plusieurs de ses activités biologiques (Gately et al., 1997).

2 - Induction de la production d’autres cytokines par 'l L-12 :
L’IL-12 est également capable d’induire la production d’autres cytokines parmi lesquelles : le
TNF-a, I’'IL3, le GM-CSF, le M-CSF, I'IL-2 et I'IL-8. Cependant, elle apparait produire le

TNF-a en faible quantité in vivo et in vitro (Naume et al., 1992 ; Nastala et al., 1994 ; Gately et
al., 1997).
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3 - Effet de I’IL-12 sur ’hématopoiese :

L’IL-12 par elle-méme ne semble pas avoir un effet sur I’hématopoiése in vitro. Toutefois, elle
peut augmenter la prolifération et la différenciation des cellules souches hématopoiétiques in
Vivo et in vitro dans le systéme murin en réponse a I’IL-3, les stem cells factor (SCF) (I’IL-6,
I’IL-11, le G-CSF et le LIF) et I’érythropoiétine. Cependant, en présence des cellules NK,
I’IL-12 inhibe la formation des colonies my¢loides et érythroides et ceci par I’induction de la
production d’IFN-y et de TNF-a (Bellone et Trinchieri, 1994).

L’effet de I’IL-12 sur I’hématopoicse in vivo est complexe. L’induction de I’IFN-y apparait étre
en relation in vivo avec I’inhibition de 1’hématopoi¢se murine. Cette action serait régi par
I’IL-12 (Eng et al., 1995). Toutefois, cet effet est généralement rapidement réversible (Tare et
al., 1995)

4 - Effet de I’IL-12 sur les réponses lymphocytaires B :

L’IL-12 combinée a I’IL-2 augmente de maniére trés significative la prolifération des cellules B
activées et la sécrétion d’anticorps. En effet, ’administration d’IL-12 a des souris augmente de
maniére significative la production des IgG2b et IgG3 (Finkelman et al., 1990) et inhibe la
sécrétion d’1gG1 et d’IgE in vitro et in vivo (Kiniwa et al., 1992 ; Buchanan et al., 1995 ; King
et al., 1995). La différenciation des cellules B naives est médiée par I’IL-12. En revanche,
I’IL-12 n’a pas d’effet sur la différenciation des cellules B mémoires (Dubois et al., 1998).

5 - Effet de I’IL-12 sur les activités cytotoxiques des cellules NK et CTL :

L’effet de I’[L-12 sur ’augmentation de la cytotoxicité NK s’accompagne de I’augmentation de
la granulosité des cellules ainsi que d’une augmentation de la transcription et de la traduction
de plusieurs molécules cytotoxiques retrouvées dans ces granules : granzyme A et B ainsi que
la perforine et la sérine estérase (Cesano et al., 1993 ; Mehrota et al., 1993 ; Salcedo et al.,
1993 ; Aste-Amezaga et al., 1994). L’IL-12 augmente également I’expression de plusieurs
molécules d’adhésion impliquées dans I’interaction des cellules NK avec leurs cibles cellulaires
(Robertson et al., 1992 ; Rabinowich et al., 1993). L’efficacité de I’IL-12 est inférieure a celle
de I'IL-2. La combinaison des 2 cytokines permettrait un effet maximal additif et non
synergique (Kobayashi et al., 1989 ; Chehimi et al., 1993).

L’IL-12 augmente également la prolifération, la différenciation et la cytotoxicité des CDg' et
des CTL in vivo et in vitro chez I’homme (Gately et al., 1992 et 1994 ; Mohrotra et al., 1993).

6 - Effet antitumoral de I’TL-12 :

L’¢élévation observée des taux d’IL-12 dans de nombreux modéles de tumeurs dans le systéme
murin a montré que ce facteur possede un puissant effet antitumorale et antimétastasique par la
I’augmentation de la production d’IFN-y. Cet effet est indépendant des cellules NK mais
requiert I’induction de la réponse en cellules CD8+. Il dépend de la nature et de la localisation
de la tumeur (Brunda et Gately, 1994 ; Lamont et Adorini, 1996).

7 - Effet de I’IL-12 dans les pathologies infectieuses :
La production de I’'IL-12 en réponse a une infection microbienne représente un des éléments

déterminants impliqué dans les mécanismes de défense majeurs du systéme immunitaire contre
certains agents bactériens (Ahmed et al., 1999), tels que : Listeria monocytogénes (Tripp et al.,
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1994) dans le systétme murin et Mycrobactérium tuberculosis (Cooper et al., 1995),
Mycrobactérium avium (Castro et al., 1995) et Brucella abortus (Ahmed et al., 1999) dans le
systéeme humain.

Il apparait également qu’elle joue un role important dans les mécanismes de défense instaurés
par des agents parasitaires a multiplication intracellulaire (Gazzinelli et al., 1993) tels que :
Toxoplasma gondi (Hunter et al., 1995) et Leishmania sp. (Heinzel et al., 1996) dans le systéme
murin.

IX - L’IL-12 ET PHYSIOPATHOLOGIES :

Dans la physiologie, I’action de I’'IL-12 est ambivalente. Elle peut étre aussi bien bénéfique
que délétere. En effet, une étude sur des sujets allergiques a montré que le géne de la sous unité
B> du récepteur de I’IL-12 était muté chez 32 % de ces patients (Matsui et al., 1999). L’IL-12
aurait donc une activité anti-allergique, clairement démontrée par son habilit¢ a prévenir
I’asthme (Trinchieri, 1997).

Bien que la production de I’'IL-12 joue un réle crucial dans les premieres lignes de défense
contre les infections, elle est aussi responsable dans le cas d’une hyper expression, de certains
effets négatifs tels que les altérations tissulaires (Trinchieri, 1997).

X - UTILISATION THERAPEUTIQUE DE [L’IL-12 DANS CERTAINES
PATHOLOGIES INFECTIEUSES :

La capacité de I’'IL-12 a induire des réponses immunitaires de type Thl est a la base de son
utilisation comme adjuvant dans la vaccination en combinaison avec des antigenes solubles ou
des pathogenes morts. Ces derniers sont le plus souvent considérés comme inefficaces pour
maintenir une immunité protectrice. Ce concept a été initialement utilisé avec succes lors d’une
infection par Leishmania major (Afonso et al., 1994) puis étendu a d’autres pathogénes.

Dans la maladie de Chagas, I’administration du rIL-12 & des souris améliore 1’efficacité des
tests d’immunisation. De plus, la coadministration du gene de I'[L-12 avec les genes des
antigénes de surface de Trypanosoma cruzy augmente 1’efficacité de cette immunisation. Cet
effet se traduit par I’induction des cellules T CD8+ (Katae et al., 2002) dont 1’importance dans
I’immunité protectrice a été déja établie (Wizel et al., 1997). Ces résultats renforcent 1’utilité
des adjuvants immunomodulateurs tels que le géne de 1I’IL-12 pour I’induction d’une protection
contre des parasites intracellulaires.

L’IL-12 exogene pourrait étre utilisée dans le cas du SIDA. En effet, les monocytes circulants
de sujets séropositifs pour le HIV ont une production effondrée en IL-12 hétérodimérique (ce
qui contraste avec une production normale ou augmentée des cytokines pro-inflammatoires)
(Chehimi et al., 1994). De plus, L’IL-12 inhibe I’apoptose de lymphocytes T activés provenant
aussi bien de patients séronégatifs pour le HIV que de patients infectés par ce virus (Estaquier
et al., 1995). Il est également possible que la déficience de la production d’IL-12 chez les
patients atteints d’HIV joue un réle crucial dans I’induction de 1’état d’immunodéficience
caractérisant cette maladie. L’IL-12 pourrait donc, tout au moins in Vitro corriger certaines des
déficiences liées aux réponses en cellules T chez ces patients (Clerici et al., 1994).
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Il est admis que la transfection avec le géne de I’'IL-12 dans les fibroblastes en coculture avec
des cellules tumorales ou directement dans les cellules tumorales est plus efficace qu’un
traitement systémique pour freiner la croissance tumorale et minimiser les risques de rechutes.

Ces observations suggerent une possible utilisation des deux génes de I’IL-12 dans la thérapie
des tumeurs.

En se basant sur les résultats encourageants des thérapies utilisant I’'IL-12 dans des mod¢les
murins et primates cancéreux, ainsi que le profil toxicologique acceptable, la premiere phase
d’¢tude du rIL-12 humain administré par injection en intraveineuse a des patients cancéreux a
débutée en Mai 1994 (Atkin et al., 1996 ; Robertson et Ritz, 1996). Les réponses les plus
probantes ont été observées chez les patients atteints du cancer du rein et de mélanome.
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L’INTERLEUKINE-8

I -INTRODUCTION :

L’accumulation des cellules polynucléaires neutrophiles dans un tissu est un signe de la
présence d’une inflammation. Cette derniére serait le résultat d’une réaction de défense contre
des agents infectieux. Les neutrophiles sont recrutés a partir du sang par un stimulus
chimiotactique tel que les chémokines.

Les chémokines sont des cytokines de faible poids moléculaire (de 8 a 10 kDa)
(Lindly et al., 1993), initialement caractérisées par leur capacité a induire la migration de
leucocytes (Baggiolini et al., 1994 et 1997 ; Segerer et al., 2000 ; Zlotnik et Yoshie, 2000). Il a
été démontré que les chémokines travaillaient de concert avec les sélectines et les intégrines
pour produire des signaux directionnels permettant la migration dirigée des leucocytes
(Baggiolini, 1998 ; Luster, 1998). De plus, les chémokines jouent un role important, non
seulement dans le contréle du recrutement des leucocytes, leur activation et leur fonction
effectrice, mais aussi dans la modulation de I’hématopoicse, de 1’angiogenese et de I’immunité
adaptative (Baggiolini et al., 1997 ; Myrphy et al., 2000; Rossi et Zlotnik, 2000 ;
Segerer et al., 2000).

La plupart des chémokines ont été découvertes au cours de cette derniere décennie. Il existe
aujourd’hui plus de 44 chémokines et 21 récepteurs décrits chez I’homme. La superfamille de
chémokines peut étre divisée en 4 branches ou sous-familles (C, CC, CXC et CX3C), selon la
position des 2 premiers résidus de cystéine compris dans un motif de 4 résidus. Ces 2 cystéines
peuvent étre séparées par 1 (CXC) ou 3 (CX3C) aminoacides (désignés par X). Les membres de
la classe « CC » et « C » sont caractérisés par la perte dans leur structure de 1 et 2 des 4 résidus
cystéines caractéristiques respectivement. Cependant, le reste de la molécule présente de grande
homologie de séquence avec les CXC et les CX3C. La plupart des chémokines appartiennent
aux sous-familles CC et CXC (Rossi et Zlotnik, 2000 ; Nelson et Krensky, 2001).

La nomenclature officielle utilisée pour décrire les chémokines et leurs récepteurs est fondée
sur la sous-famille a laquelle elles appartiennent (C, CC, CXC CX3C) (Myrphy et al., 2000 ;
Rossi et al., 2000 ; Zlotnik et Yoshie, 2000 ; Douglas et al., 2002) suivit par « L » pour ligand.
Le nombre qui suit correspond généralement au méme nombre utilisé¢ dans la nomenclature du
geéne correspondant. Pour la nomenclature des récepteurs, elle commence par la sous famille
des chémokines suivit par « R » pour récepteur et le nombre. Les CXC chémokines ont été
subdivisées en ELR" CXC et ERL™ CXC selon la présence ou ’absence d’un tripeptide (Glu-
Leu-Arg) au niveau de [’extrémité N-terminale avant la premiere cystéine. Les chémokines
ELR" CXC agissent généralement comme chémoattractant des neutrophiles alors que les
ERL CXCse lient a des récepteurs différents et sont plus actives sur les lymphocytes (Murphy,
1994 ; Ahuja et Murphy, 1996).

Bien que les structures tertiaires des chémokines humaines CXC et CC soient trés similaires,
leurs structures quaternaires sont complétement différentes. L’IL-8 (CXC) est un dimeére
globulaire, alors que MIP-1B (CC) est un dimere allongé et cylindrique. Cette particularité
serait a I’origine des différences observées au niveau des activités biologiques entre les CXC et
les CC (Schall, 1994 ; Szabo et al., 1995).

L’IL-8 fut identifiée en 1987 (Yoshimura et al., 1987). C’est le premier facteur chémoattractant
des neutrophiles cloné et purifi¢ a partir du surnageant de culture de cellules mononuclées
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humaines stimulées par le LPS (Yoshimura et al., 1987 ; Matsushima et al., 1988). Plusieurs
appellations ont été attribuées a I’IL-8, la premiere étant le NAF (neutrophil activating factor)
(Walz et al., 1987) suivie par le MDCF (monocyte-derived chemotactic factor)
(Yoshimura et al., 1987) et encore bien d’autres. Cependant, selon la nouvelle nomenclature
(Rossi et al., 2000 ; Douglas et al., 2002), I’'IL-8 fut renommée CXCLS.

II - STRUCTURE DE L’IL-8 :

Le gene de I’IL-8 est localisé sur le chromosome 4. Cette cytokine est synthétisée sous forme
d’un précurseur de 99 aa. Elle est sécrétée apres clivage d’une séquence signal de 20 résidus
aboutissant ainsi a une protéine mature de 72 ou 77 aa (Matsushima et al., 1988). Des
transformations extracellulaires de la partie N-terminale de la forme mature conduit a plusieurs
variantes biologiquement actives en fonction des cellules productrices et des conditions de
culture (Van Damme et al., 1989a-b et 1990). En effet, les protéases sécrétées par les cellules
sources fournissent différentes formes de I’'IL-8 de 77, 72, 71, 70 et 69 aa (Yoshimura et al.,
1989 ; Hebert et al., 1990 ; Nakagawa et al., 1991 ; Padrines et al., 1994). Les deux variantes
prédominantes sont les peptides de 77 et 72 aa. Ces dernieres sont synthétisées par les cellules
tissulaires (cellules endothéliales et fibroblastes) et les leucocytes circulants respectivement
(Oppenheim et al., 1991). C’est une protéine basique (pH=8.3) contenant 4 résidus cystéines
formant 2 ponts dissulfure. Elle est résistante aux peptidases du plasma, a la chaleur, a un pH
extréme et a d’autres traitements dénaturants. Elle est trés rapidement inactivée aprés réduction
des ponts dissulfure.

L’IL-8 forme un dimére de deux sous unités identiques dans une solution concentrée
(Baldwin et al., 1991). Le monomeére présente une extrémité N-terminale courte et flexible,
suivie par une région en boucle, trois feuillets  antiparalléles et une hélice o terminale
(Baggiolini et Lewis, 1997). Cependant, a des concentrations faibles de 1’ordre du nanomolaire
(taux physiologique induisant une activité biologique maximale) la majorité de I’IL-8 agit en
monomere. Cette observation suggere que la forme active de cette cytokine est le monomere
(Burrows et al., 1994 ; Paolini et al., 1994).

III - PRODUCTION UBIQUITAIRE DE L’IL-8:

L’IL-8 fut initialement identifiée dans le milieu de culture des monocytes du sang humain
stimulés par le LPS (Yoshimura et al., 1987 ; Schroder et al., 1987). Beaucoup de cellules ont
la capacité de produire I’IL-8 apres stimulation. L’expression des ARNm et la libération de la
cytokine biologiquement active furent observées dans les cellules leucocytaires (monocytes,
cellules T et cellules NK) et les cellules non leucocytaires (cellules endothéliales et
fibroblastes) (Oppenheim et al., 1991 ; Mukaida et al., 1992 ; Mukaida, 2000). D’autres
cellules peuvent également produire la CXCLS8 telles que les kératinocytes, les cellules
synoviales, les chondrocytes ainsi que certaines cellules tumorales. Les neutrophiles sont une
source intensifiant leur propre recrutement au site de 1I’inflammation.
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IV - REGULATION DE LA PRODUCTION DE L’IL-8 :

La production du CXCLS est inductible. En effet, I'IL-1p et le TNF-a (ou TNF-a +IFN-y) sont
les inducteurs essentiels de la production de I'IL-8 (Matsushima et al., 1988). Les
monocytes/macrophages produisent I’'IL-8 aprés stimulation par I'IL-3, le GM-CSF, les
lecthines, le phorbol ester et les particules opsonisées (Taub et Oppenheim, 1994 ; Baggiolini et
Lewis, 1997). D’autres agents inducteurs ont été identifiés tels que : les bactéries (Helicobacter
pylori et Pseudomonas aeruginosa) (DiMango et al., 1995 ; Aihara et al., 1997), les produits
bactériens (le LPS) (Cassatella, 1995), les virus (le rhinovirus, le virus syncitial respiratoire et
I’adenovirus) (Johnston et al., 1997 ; Casola et al., 2000 ; Alcorn et al., 2001) et les produits
viraux (protéine X du virus de I’hépatite B humaine) (Mahe et al., 1991). D’autres
chémoattractants tels que le C5a et le fMLP sont également responsables de 1’induction de
I’expression de I’IL-8 dans les monocytes et les macrophages (Browning et al., 1997 ;
Hsu et al., 1999).

L’11-4, I’IL-10, les glucocorticoides et la PGE2 sont des agents anti-inflammatoires inhibiteurs
de la transcription des geénes de plusieurs cytokines pro-inflammatoires dont 1’IL-8
(Mukaida et al., 1989). Cependant, la régulation par les PGE2 est observée dans les
macrophages humains mais non dans les cellules endothéliales et les cellules du muscle lisse
(Takayama et al., 2002). L’IFN-fB apparait également inhiber la transcription de I’'IL-8 induite
par le TNF-a via le NF-kB (Oliveira et al., 1994).

Les facteurs environnementaux peuvent influencer la production de I’IL-8 dans plusieurs types
cellulaires. En effet, I’hypoxie stimule la production de taux élevés de CXCL8 par plusieurs
types de cellules tumorales via I’activation du NF-kB et de I’AP-1 (activator protein-1)
(Kunz et al., 1999), deux facteurs de transcription essentiels dans la régulation génique de cette
cytokine (Mukaida, 2000). Les ROI (reactive oxygen intermediates) active également le NF-«xB
pour la biosynthése de I’'IL-8 (Janssen-Heininger et al., 2000).

Le promoteur du géne de I’'IL-8 présente des sites pour les deux facteurs de transcription cités
précédemment (le NF-kB et I’AP-1) ainsi que pour le HNF-1 (hepatocyte nuclear factor-1) et
I’IRF-1 (interféron regulatory factor-1) (Mukaida et al., 1989 ; Stein et al., 1993). Ces facteurs
sont impliqués dans la régulation de I’expression d’un large nombre de facteurs de croissance et
de cytokines pro-inflammatoires dont 1’IL-8.

En 2000, les travaux de Browning et al ont démontré que 1’IL-8 agirait comme un régulateur
autocrine de sa propre production par les monocytes via 1’activation d’une voie de signalisation
dépendante des MEK/ERK et des MAP kinases. Cette régulation dépend du type cellulaire et
du taux d’expression des récepteurs de I’IL-8. En effet, les cellules mononuclées du sang
périphérique exprimant faiblement les CXCRI1 et CXCR2, exhibent une réponse plus
importante en comparaison aux polynucléaires neutrophiles. Les mécanismes dictant cette
différence de réponse entre les deux types cellulaires ne sont pas encore ¢lucidés
(Cassatella, 1995).

V - LES RECEPTEURS DE L’IL-8 :
Les récepteurs de I'IL-8 sont largement exprimés sur les polynucléaires neutrophiles, les

cellules mononuclées du sang périphérique, les cellules T et NK et sur des lignées de cellules
my¢loides. Ils sont également présents sur les cellules endothéliales et neuronales ainsi que sur
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les fibroblastes et les kératinocytes. Ces récepteurs sont au nombre de 14.000 a 64.500 par
cellule.

Le récepteur de I’'IL-8 appartient a la superfamille des récepteurs couplés a la GTP-binding
protéine (G-proteines). Cette superfamille inclue les récepteurs des hormones, des
neurotransmetteurs, de la rhodopsine ainsi que les récepteurs chémoattractiques pour le C5a et
le fMLP (Watson et Arkinstall, 1994). Ces récepteurs sont caractérisés par la présence de 7
domaines transmembranaires (Murphy, 1994 ; Murdoch, 2000; Murphy et al., 2000). Plusieurs
¢tudes ont réveélé 1’existence de deux types de récepteurs de I’IL-8 avec la méme haute affinité:
CXCRI et CXCR2 (Holmes et al., 1991 ; Murphy et Tiffany, 1991 ; Lee et al., 1992 ;
Lusti-Narasimhan et al., 1996). Les deux récepteurs peuvent fixer d’autres chémokines :
ELR'CXC. Le CXCRI est plus spécifique pour 1’IL-8, en effet il fixe le CXCL6 avec une
faible affinité. Le CXCR2 quant a lui, peut lier plusieurs chémokines telles que la CXCLI1, 2,
3, 5 et 6 (Schumacher et al., 1992 ; Murphy et al., 2000).

La structure tridimensionnelle du dimere de I’IL-8 présente certaines homologies avec le
domaine fixant I’antigéne de la molécule HLA. En effet, la niche fixant I’antigéne est formée
par deux hélices a suggérant que les hélices C-terminale du dimere de I’IL-8 constituent le site
de fixation au récepteur. Toutefois, I'utilisation d’analogues chimiquement synthétisés a montré
que la suppression du domaine C-terminal diminue mais ne supprime pas ’activité biologique
de I'IL-8. De récentes études sur la relation structure- fonction ont montré que deux région
étaient responsable de la liaison avec le CXCR1 : le motif ELR et la séquence du 7°™ au 50°™
aa. Ceux impliqués dans Ia liaison avec le CXCR2 semblent étre le motif ELR et I’extrémité C-
terminale (du 52°™ au 72°™ aa) (Clark-Lewis et al., 1991 ; Hebert et al., 1991 ; Schraufstotter
etal., 1993).

VI - TRANSDUCTION DU SIGNAL :

Apres la liaison du ligand, les récepteurs de 1’IL-8 sont internalisés puis recyclés rapidement
dans les 60 mn (Samanta et al., 1990). Il s’en suit 1’activation de la protéine G hétérodimérique
inactive (sensible a la toxine de Bordetella pertussis) couplée au récepteur (Murdoch, 2000).
Aprés activation par phosphorylation du GDP en GTP, la protéine G se dissocie en sous unités
Goa et GPy (Kupper et al., 1992 ; Janes et al., 1996). Cette derniére reste au voisinage du
complexe récepteur- ligand en recrutant et activant les enzymes de 3 voies principales (Fig. 1) :

» La voie de la PLC/PKC (phospholipase C/protéine kinase C) : La PLC agit sur le PIP;
(phosphatidyl inositol 4.5-diphosphate) pour la libération de deux seconds messagers
intracellulaires : 1’IP3 (inositol 1.4.5-triphosphate) et le DAG (diacylglycerol). L’IP3
entraine une augmentation transitoire du calcium intracellulaire avec pour conséquence
I’activation de I’exocytose. Le DAG coagit avec le Ca*" pour D’activation (par
phosphorylation) de la PKC et la PLD induisant ainsi une cascade d’activation. Cette
derniére aura pour conséquence la translocation du p47 phox et la génération d’anions
superoxydes (Knall et al., 1995 ; Li et al., 2000).

» la voie du PI3K-y (phosphatidyl inositol 3 kinase-y): Cette kinase génére du PIP;
(phosphatidyl inositol 3.4.5-triphosphates) (Servant et al., 2000) qui active une protéine
kinase B (Akt) et des GTPases. Ces activations induisent directement la migration des
cellules (Turner et al., 1998 ; Hirsch et al., 2000).
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» La voie des MAPK (mitogen-activated protein kinase) : 1’activation d’une proteine Ras
membranaire induit ’activation par phosphorylation des PTK (protein tyrosine kinase).
Ces kinases activent a leur tour les MAPK et les ERK1/2. Elles activent CXCR1 et
CXCR2 par phosphorylation des résidus sérine et thréonine de I’extrémité C-terminale.
Elles activent également la PLA2 (Bacon et al., 1996; Knall et al., 1996;
Kampton et al., 1998 ; Chen et al., 1999)

Le DAG, la PKC et la PLA2 coagissent avec des mécanismes d’activation cellulaires
spécifiques qui auront pour conséquence la mobilité cellulaire, la dégranulation, la libération
d’anions superoxyde et la modification de 1’avidité des intégrines (Murdoch et Finn, 2000).

VII - ACTIVITES BIOLOGIQUES DE L’IL-8 :

Les polynucléaires neutrophiles sont la cible privilégiée de I’'IL-8. Cependant, elle peut
¢galement agir sur d’autres leucocytes. Ces effets sont effectifs méme a des concentrations
faibles de 1’ordre du nanomolaire.

A - Action de I’IL-8 sur les leucocytes neutrophiles :

L’IL-8 fut a ’origine connue comme étant une protéine agissant sur les cellules neutrophiles et
provoquant leur chimiotactisme et la libération de granules d’enzyme. En effet, cette cytokine
est internalisée par les cellules endothéliales, elle transite vers la surface luminaire pour étre
présentée aux neutrophiles (Middleton et al., 1997). Ces données laissent a penser que 1’IL-8
est un nouveau type de chémoattractant dans la lignée du C5a, du fMLP, du PAF et du LTB..
Ces effets impliquent (Fig. 1):

» Un changement de forme et une migration directionnelle des neutrophiles (Jones et al.,
1996). Cet effet refléte 1’activation du systéme contractile provoquant I’adhérence des
neutrophiles aux cellules endothéliales ainsi que la migration. I1 est initié¢ par I’induction
de I’expression des Pp-intergrines (CD11b/CD18 et CD11c¢/CD18) a la surface des
neutrophiles (Carveth et al., 1989 ; Detmers et al., 1990 ; Huber et al., 1991). Ces
derniéres se lient a leurs homologues présents a la surface des cellules endothéliales
(ICAM-1, ICAM-2 et ICAM-3) (Springer, 1994). Le déséquilibre entre I’actine
globulaire et filamenteuse entraine la polymérisation de I’actine, 1’élongation de la
cellule et la polarisation de sa membrane.

Ces changements du cytosquelette sont des phénomeénes pré- requis pour les
mouvements cellulaires et leur transmigration vers les tissus. L’IL-8 induit la migration
des neutrophiles par I’endothélium (Huber et al., 1991), I’épithélium pulmonaire
(Mul et al., 2000) et les fibroblastes (Burns et al., 1996) .

» Une exocytose des protéines stockées (dégranulation) (Mukaida, 2000) permet la
libération de protéines solubles stockées dans les granules telles que la a-defensine-1,
a-defensine-2 et la CAP37/azurocidine. Cette exocytose induit également un
remodelage de la membrane plasmique des neutrophiles par fusion avec les organelles
de stockage (Baggiolini et al., 1989).
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Figure 1: Transduction du signal par I’'IL-8 et activités biologiques (Mukaida, 2003)
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» Un déclanchement de la chaine respiratoire via le CXCR1 (Oppenheim et al., 1991 ;
Jones et al., 1996). En effet, I'IL-8 provoque I’activation rapide et transitoire de la
NADPH oxydase entrainant a la formation de superoxyde et de H,O, via la voie du
PI3K et celle de la PLC/PKC (Baggiolini et al., 1989).

» L’IL-8 stimule également les neutrophiles par induction de la 5-lipooxygénase avec
libération du LTB4 (leucotriene Bs) et de I’acide 5-hydroxyeicosanoique en présence
d’acide arachidonique exogéne (Schroder, 1989) induisant ainsi la synthése du PAF
(platelet-activating factor) (Bussolino et al., 1992).

B - Action de I’IL-8 sur d’autres types de leucocytes :

D’autres activités sont attribuées a I’IL-8. Elles concernent d’autres types de leucocytes. Sur les
basophiles, elle induit le chimiotactisme (Geiser et al., 1993 ; Taub et Oppenheim, 1994),
I’adhérence aux cellules endothéliales (Bacon et al., 1994), la libération d’histamine et de
leucotriene (Dahinden et al., 1989). Elle n’induit aucun chimiotactisme des éosinophiles
(Schroder et al., 1987) sauf apres traitement par I’IL-3 ou le GM-CSF (Warringa et al., 1991).
Elle joue un réle dans la migration des macrophages (Gerszten et al., 1999) et exhibe une
activité chimiotactique envers les lymphocytes T directement (Larsen et al., 1989) ou via la
libération de plusieurs facteurs protéiques contenues dans les granules des neutrophiles en
présence d’activateurs secondaires tels que le TNF-a ou la cytochalasine B (Taub et al., 1994 ;
Chertov et al., 1996). L’IL-8 agit sur les lymphocytes B, induisant leur chimiotactisme (Jinquan
et al., 1997) et inhibe sélectivement la production des IgE induite par I’IL-4 (Kimata et al.,
1992).

La CXCL8 joue un ro0le crucial dans la régulation négative de la croissance
(Broxmeyer et al., 1996 ; Norgauer et al., 1996) et dans la régulation positive de I’angiogénése
(Koch et al., 1992).

VIII - ROLE DE L’IL-8 DANS LES MANIFESTATIONS INFLAMMATOIRES :

L’inhalation du CXCLS8 provoque directement une broncho-constriction chez les cochons de la
Guinée (Fujimura et al., 1999). Cet effet suggére qu’elle contribue probablement dans
I’établissement de 1’asthme a différents stades directement et indirectement par I’induction de
I’infiltration et de I’activation des neutrophiles.

La production d’IgE dans I’inflammation pulmonaire induite par des allergénes est amplifiée
chez les souris déficientes en CXCR2 (De Sanctis et al., 1999). Ce phénotype peut étre
expliquer par I’action de I’'IL-8 dans I’inhibition de la production d’IgE induite par I’IL-4
(Kimata et al., 1992 et 1995). Sachant qu’un traitement par les IgE chez I’homme induit la
production de I’'IL-8 (Erger et al., 1998), cette derniére pourrait constituer un « feed back »
négatif de la production d’IgE.

Ces données démontrent que la CXCLS8 est un médiateur important dans I’inflammation aigue
médiée par les neutrophiles.
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X - ROLE DE L’IL-8 DANS LES PATHOLOGIES INFECTIEUSES :
A - L’IL-8 dans les infections bactériennes :

L’IL-8 est fréquemment détectée au site d’infection. Elle amplifie in vitro 1’élimination
intracellulaire par les neutrophiles de Mycobacterium fortuitum (Nibbering et al., 1993) et
Candida albicans (Djeu et al., 1990). Ces observations sont confirmées in vivo avec les souris
déficientes en CXCR2. Ces dernieres présentent une plus grande susceptibilité et une réduction
de l’infiltration des neutrophiles dans les tissus infectés par C. albicans, Escherichia coli et
Listeria monocytogenes. Ces données suggerent que 1’IL-8 joue un rdle crucial dans
Iéradication des bactéries infestant un site restreint.

B - L’IL-8 dans les infections virales :

Une relation étroite existe entre 1’IL-8 et I’infection par plusieurs virus. En effet, I’'IL-8 peut
inhiber in vitro I’activité antivirale de I'IFN-a et 'IFN-B (Khabar et al., 1997). Son effet
s’observe ¢galement dans la relation inversement proportionnelle existant entre le taux de
I’IL-8 dans les sérums et la sensibilité au traitement par les interférons chez les patients atteints
d’hépatite C (Polyak et al., 2001). L’Adénovirus de type 7, agent causal de la pneumonie
neutrophilique, induit la production de I'IL-8 par les cellules épithéliales pulmonaires par
activation de la voie des ERK1/2 (Alcorn et al, 2001). Induisant également cette voie de
transduction du signal (Knall et al., 1996), I’'IL-8 peut agir en synergie avec 1’adénovirus pour
une amplification de sa propre production. Cette coopération induirait ou amplifierait
éventuellement la maladie. Chez les patients immuno-déficitaires atteints de pneumonies, 1’IL-
8 augmente la réplication du cytomégalovirus dans les fibroblastes (Murayama et al., 1994),
suggérant la présence d’une boucle d’amplification entre le CXCLS et I’infection par ce virus.

L’ensemble de ces données fait de I’IL-8 (ou de ses antagonistes) un systéme potentiellement
intéressant dans une perspective d’utilisation thérapeutique.
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L’ECHINOCOCCOSE

I - INTRODUCTION :

Le terme échinococcose désigne I’ensemble des manifestations pathologiques médicalement et
socialement graves provoquées par les formes larvaires (métacestodes) de petits cestodes du
genre Echinococcus (famille des Taeniidae) dont le cycle de vie implique deux hotes
mammiféres. Un hote définitif carnivore dont I’intestin est le sieége du développement de la
forme adulte et un hote intermédiaire herbivore porteur des formes larvaires du parasite
(Euzeby, 1977 ; Nozais, 1997 ; Rippert, 1998 ; Chrieki, 2002 ; Zhang et al., 2003).

Les métacestodes des quatre espéces d’Echinococcus peuvent infecter de fagon accidentelle
I’homme et causer différentes formes d’échinococcose (Khuroo, 2002 ; Siracusano et al., 2002;
Zhang et al., 2003). Cependant, les formes les plus fréquentes chez 1I’homme sont
I’échinococcose cystique et alvéolaire (Rippert, 1998 ; Gottstein, 2001) dont la répartition
géographique, 1I’épidémiologie et le role pathogeéne sont nettement distincts. Les deux autres
especes (Echinococcus oligarthrus et E. vogeli) sont rarement retrouvées (Golvan, 1983).

L’espéce granulosus est composée en un complexe de quatre principales sous espéces en
fonction des couples hote/définitif- hote/intermédiaire et de quelques différences
morphologiques. Il est admis également 1’existence de diverses souches en fonction du couple
d’hotes, la répartition géographique et la transmissibilité & ’homme. Les recherches récentes
permettent de déceler des différences phénotypiques entre ces souches telles que la
morphologie du rostre et des crochets (Moulinier, 2003).

II - LA FORME ADULTE DU PARASITE :
a) Morphologie :

Echinococcus granulosus est un cestode de trés petite taille mesurant de 3 a 6 mm de long
(AFEP, 1997) (Fig. 1A).

» La téte (scolex) est périforme, subglobulaire et mesure environ 300 um de diamétre
(Nozais, 1997). Elle comporte quatre ventouses plus aux moins circulaires situées sur la
partie équatoriale. Le rostre, non rétractile mais saillant, est muni d’une double
couronne de 30 a 40 crochets, les plus grands (35 a 45 um) étant situés en avant des plus
petits (20 a 35 um). Ces derniers sont constitués d’un manche et d’une lame et entre les
deux la garde (Nozais, 1997 ; Moulinier, 2003).

> Les anneaux (strobiles) (au nombre de 3 a 5) deviennent de plus en plus longs et
larges, le premier étant difficile a distinguer (Nozais, 1997). Seul I’avant dernier anneau,
plus long que la moitié¢ du corps présente un organe génital hermaphrodite développé.
Ce dernier est constitué¢ d’un systéme reproducteur femelle (avec un ovaire réniforme et
bilobé, des glandes vittellogénes, un vitelloducte et un vagin) et un systeme
reproducteur male (avec 21 a 70 testicules, des glandes prostatiques, une vésicule
séminale, un canal éjaculateur et 1’organe copulateur ou cire). Tandis que [’utérus
sacciforme rempli le dernier anneau ovigere et mur. La cavité utérine étant enticrement
occupée par plusieurs centaines (entre 400 et 800) d’embryophores et comportant sur un
coté le pore génital (Nozais, 1997 ; Moulinier, 2003).
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b) L’hote définitif :

L’adulte vit dans I’intestin gréle du chien principalement et de quelques canidés sauvages (loup,
chacal, coyote,...) (Fig. 2). Il est fixé au niveau des villosités intestinales par son scolex, le
reste du ver flottant dans la lumiére intestinale. Il peut parasiter le chien en trés grand nombre
avec une longévité de ’ordre d’un an a deux ans en I’absence de réinfestation (Golvan,
1983 ; AFEP, 1997 ; Nozais, 1997 ; Khuroo, 2002). En cas de parasitisme important, en
particulier chez les chiens vivants en zone rurale, il existe des 1ésions de la muqueuse d’ordre
inflammatoire engendrant une fibrosclérose.

¢) La production des ceufs :

La production des ceufs s’effectue par autofécondation ou fécondation croisée (permettant le
mélange des clones). Le dernier anneau mur se détache activement de la chaine et s’élimine
avec les féces, s’ouvrant sur le sol et les végétaux (AFEP, 1997 ; Nozais, 1997). Il pourrait étre
dispersé sur une assez vaste surface par le vent, la pluie, les insectes, .... Cependant, ce
segment ovigere est fragile. Il se désintégre parfois lors du passage du sphincter anal, les ceufs
se déposant alors sur la peau de la marge anale. Le prurit anal est trés fréquent chez les chiens
parasités. Les ceufs seront ainsi ramassés sur les babines, sur la langue et la gueule de 1’animal
qui pourra ensuite les déposer sur sa fourrure en se léchant (Nozais, 1997).

III - LA TRANSMISSION A L’HOTE INTERMEDIAIRE :
a) Les ceufs (embryophores) :

Les ceufs sont tres résistants et peuvent survivre de quelques semaines a quelques mois selon
les conditions climatiques (AFEP, 1997). Ils restent infestant apres 16 jours dans 1’eau et un
séjour de 11 jours en atmosphere séche ou 11 jours a -1°C (Golvan, 1983). Ils sont 1égerment
ovoides et mesurent 38 um sur 35um. Ils contiennent un embryon hexacanthe muni de 6
crochets larvaires provisoires. L’ensemble est entouré par une membrane interne épaisse et
striée transversalement et une membrane externe mince (Golvan, 1983 ; Nozais, 1997) (Fig.
1B).

b) L’infestation et I’évolution larvaire :

La plupart des mammiféres herbivores (les moutons essentiellement mais aussi les beeufs, les
chevaux, les chevres, les porcs, les antilopes, les dromadaires, ...) sont susceptibles de
s’infester par ingestion de ces ceufs (Golvan, 1983 ; AFEP, 1997) (Fig. 2). Parvenu a I’estomac,
la coque de I’embryophore est dissoute par les enzymes protéolytiques du suc gastrique. Libére,
I’embryon hexacanthe se lie a la paroi du tube digestif par ses crochets. Il traverse cette paroi
grace a des mouvements musculaires rythmés impliquant le corps et les crochets aidé par les
sécrétions des glandes. L oncosphere entre par la suite dans le systéme veineux ou lymphatique
et par une veinule porte arrive au foie (Golvan, 1983 ; AFEP, 1997 ; Nozais, 1997) qui
constitue un premier filtre d’arrét. Si ce filtre est franchi, elle peut également passer par le ceeur
droit et gagner les poumons.
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(Moulinier, 2003 ; Ghaftar, 2004).
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Elle pourra emprunter la voie du cceur gauche pour étre disséminée dans tous 1’organisme grace
a la circulation artérielle (Gottstein, 2001 ; Khuroo, 2002; Zhang et al., 2003). Elle peut
¢galement dans certains cas tomber dans une veine du systéme cave et aboutir directement au
poumon sans traverser le foie (Golvan, 1983).

Arrivé dans Iorgane ou il va s’établir, ’embryon est dés la 60°™ heure au centre de la genése
d’un granulome inflammatoire sous forme d’une petite masse protoplasmique multinuclée.
Cette masse se vacuolise vers le 4™ jour et devient complétement vésiculaire a partir du 7°™°
jour. Elle se développe de 1 a 5 cm par an (Golvan, 1983).

IV - ’EVOLUTION LARVAIRE CHEZ I”HOMME :
a) Le mode d’infestation :

L’homme constitue dans ce cycle une impasse et ne représente donc qu’un héte intermédiaire
(Fig. 2). Comme les hotes intermédiaires normaux (herbivores), il s’infeste par ingestion
d’embryophores émis par I’hote définitif directement en portant ses mains a sa bouche apres un
contact avec le chien. Il semble que c’est le mode de contamination le plus courant, en
particulier chez I’enfant ou dans le cadre de professions plus particulierement exposées
(Bergers, bouchers, éleveurs, vétérinaires, ...). La contamination indirecte par ingestion
d’aliments ou d’eau souillés par les excréments de chiens parasités est une éventualité
beaucoup plus rare (Golvan, 1983 ; AFEP, 1997).

b) La forme larvaire du parasite :

Quelque soit I’organe parasité, la larve prend une forme de vésicule sphérique pleine d’un
liquide claire « eau de roche » (Golvan, 1983) de moins 1 cm a plus de 10 cm de diametre
(jusqu’au volume d’une téte d’enfant) (Nozais, 1997).

L’hydatide est constituée de I’extérieur vers I'intérieur de (Fig. 3 A):

» L’adventice (périkyste) est une formation qui n’appartient pas a I’hydatide. Elle est
constituée par le parenchyme de 1’organe hote refoulé par la croissance de la larve. Elle
est plus ou moins remaniée et fibro-scléreuse en fonction de I’age et de la taille du
kyste. Il n’y a pas de plan de clivage entre ce parenchyme altéré et le parenchyme sain
(AFEP, 1997).

» La membrane anhiste (cuticule) est une membrane blanche nacrée ou ivoire, opaque
et d’épaisseur variable selon 1’age du kyste (de 0,5 a 2 mm) (Rippert, 1998 ;
Moulinier, 2003). Elle est formée de couches concentriques emboitées les unes dans les
autres. Elle est de nature lipidique, protéinique et muccopolysaccharidique (proche de
la chitine). Douée d’une certaine élasticité, elle assure D’intégrité du kyste et se
comporte comme un filtre vis-a-vis des grosses molécules et des microorganismes. Par
ailleurs, elle laisse passer dans les deux sens des cristalloides, certains peptones
dégradés, et des molécules de taille réduite (protéines, glucides et certains lipides)
(Golvan, 1983 ; AFEP, 1997 ; Moulinier, 2003).
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» La membrane germinale (proligére) est une membrane fine, fragile, molle et blanche.
Elle est constituée par une couche cellulaire syncitiale de 10 a 20 um d’épaisseur
(Golvan, 1983 ; Nozais, 1997). C’est la membrane fertile de 1’hydatide (AFEP, 1997)
qui donne naissance a tous les autres ¢léments de la larve (Rippert, 1998). Elle
fonctionne comme un filtre hautement sélectif en laissant passer vers 1’organisme
parasité certains composants tel que les molécules antigéniques (Moulinier, 2003).

» Les capsules proligéres se forment plusieurs mois voire plusieurs années apres
I’infestation. La membrane proligére forme sur sa face interne des bourgeons qui se
vésiculisent et constituent des vésicules proligeres (300 a 800 pum) liquidiennes sans
paroi cuticulaire. Ces dernieres restent appendues a la membrane germinative par un fin
pédicule syncitial. Dans chaque vésicule vont prendre naissance par bourgeonnement
les protoscolex (10 a 30 en moyenne) généralement invaginés, ovoides et munis de 30 a
40 crochets (mesurant de 50 a 150 um) (Fig. 3B). Elles peuvent se détacher a la moindre
secousse et flotter dans le liquide hydatique. Elles peuvent aussi se fissurer ou se rompre
et libérer des protoscolex dans le liquide hydatique (Golvan, 1983 ; AFEP, 1997 ;
Nozais, 1997 ; Rippert, 1998 ; Khuroo, 2002 ; Moulinier, 2003).

» Les vésicules filles peuvent étres d’origine endogeéne et provenir de la vésiculation des
protoscolex libres dans le liquide hydatique. Elles sont alors constituées d’une cuticule
anhiste et d’une membrane germinative sur laquelle sont appendus de nombreux
protoscolex. Elles peuvent aussi étre d’origine exogéne en se formant a partir de la
membrane proligere insérée dans la cuticule et gagnent progressivement 1’adventice.
Elles se vésiculisent a leur tour, s’entourant d’une cuticule et produisant des protoscolex
(Golvan, 1983 ; AFEP, 1997 ; Nozais, 1997 ; Ripert, 1998 ; Khuroo, 2002 ; Moulinier,
2003).

» Le liquide hydatique est normalement limpide « eau de roche » sauf en cas de
surinfection du kyste. Il remplit et maintient sous tension 1’hydatide, les capsules
proligeres et les vésicules filles. Il a une composition différente selon le degré de
fertilité et D’intégrité de la paroi, en particulier I’absence de fistule biliaire ou de
surinfection. Les molécules composant le liquide hydatique proviennent d’une part de la
synthése propre du parasite, d’autre part de 1’hote (Sels de sodium et de calcium,
phospholipides, glucose, protéines, enzymes et substances toxiques) (Golvan, 1983 ;
AFEP, 1997 ; Nozais, 1997 ; Rippert, 1998 ; Khuroo, 2002 ; Moulinier, 2003).

V - LE POUVOIR ANTIGENIQUE DU PARASITE :

En tant qu’héte intermédiaire d’Echinococcus granulosus, I’homme est exposé a une variété de
déterminants antigéniques. Plus de 10 antigénes sont présents dans le liquide hydatique. Il est
admis selon plusieurs équipes que ’Ag A et ’Ag B exhibent la plus haute réactivité envers les
sérums des patients (Capron et al., 1967, Oriol et al., 1971, Siracusano et al., 2002).
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a) L’antigéne A :

I1 est trés immunogene et détermine I’apparition précoce et quasi constante d’anticorps lors de
I’infection parasitaire (Capron et al., 1967; Oriol et al., 1971 ; Bout et al., 1974;
Cesbron et al., 1986 ; Hamrioui et al., 1986). C’est une lipoprotéine oligomérique complexe et
thermolabile. Elle est composée de 2 sous unités de 65 et 55 kDa qui se dissocient en 2 sous
unités de 38/39 et 20 kDa dans les conditions réductrices en SDS-PAGE
(Di Felice et al., 1977 ; Lightowlers et al., 1989 ; Lightowler et Gosttein, 1995 ; Poretti et al.,
1999 ; Gonzalez-Sapienza et al., 2000 ; Siracusano et al., 2002 ; Zhang et al., 2003).

La plus large sous unité de 38/39 kDa peut étre responsable d’un manque de spécificité qui
trouve son expression dans les réactions croisées obtenues fréquemment avec les sérums de
patients infectés avec d’autres métacestodes et trématodes (Sheperd et McManus, 1987 ; Ortona
et al., 2000). Cette faible spécificité est partiellement due a des épitopes phosphoryle choline
trés ubiquitaires (Zhang, 1996).

Parmi les nombreuses activités enzymatiques explorées, seules les activités a et B carboxyl-
estérasique se révelent trés nettement positives au niveau de I’Ag A (Bout et al., 1975).

Cet antigene est localisé également au niveau de la couche interne de la membrane germinative
et le parenchyme des protoscolex (Kong et al., 1989).

b) L’antigéne B :

C’est une lipoprotéine thermostable de 120 kDa qui se dissocit en 3 sous unités principales de
8, 16 et 20/24 kDa en SDS-PAGE sous les conditions réductrices et non réductrices (Oriol et
Oriol, 1975 ; Leggatt et al., 1992 ; Poretti et al., 1999 ; Siracusano et al., 2002) suggérant que
ce sont tous probablement des polymeéres de la sous unité de 8 kDa (Gonzalez et al., 1996).

L’antigene B est également localis¢ dans les téguments des protoscolex et la membrane
germinative du métacestode (Yarzabal et al., 1977 ; Siracusano et al., 2002).

Il est généralement admis que I’Ag B et en particulier la plus petite sous unité de 8/12 kDa offre
une plus grande spécificité que I’Ag A. Cependant, ni I’Ag B ni I’Ag A ne sont spécifiques de
I’espéce d’Echinococcus granulosus (Lightowler et al., 1989 ; Ito et al., 1999).

VI - LA REPARTITION GEOGRAPHIQUE :

Dans toutes les régions d’endémie, I’hydatidose est essentiellement une maladie rurale liée a la
présence simultanée de troupeaux d’herbivores domestiques et de chiens. Le cosmopolitisme et
la dispersion sous tous les climats et dans toutes les régions caractérisent cette macroparasitose
(Rippert, 1998).

Ses aires d’¢lection sont le bassin méditerranéen (avec I’Algérie), le moyen orient, I’ Amérique
du sud (surtout I’Uruguay et 1’Argentine), 1’ Australie, plusieurs pays de 1’Afrique (surtout le
Kenya), le sud et le centre de la Russie et la Chine (Euzeby, 1977 ; Golvan, 1989 ; AFEP,
1997 ; Baron, 1999 ; Chrieki, 2002 ; Moulinier, 2003).
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L’incidence actuelle des infections humaines dans ces régions d’endémie varient largement
d’une région a une autre (en moyenne 220 par 100.000 habitants et par an) (Jenkins, 1998 ;
Gottstein, 2001 ; Khuroo, 2002). Cependant les taux de fréquence fournis par le ministére de la
santé du pays d’endémie sont toujours une sous estimation de la fréquence réelle de la maladie
humaine (Nozais, 1997).

A T’heure actuelle, 1’affection a été éliminée de plusieurs pays du monde (I’Islande, la Nouvelle
Z¢lande) grace aux moyens de contrdle mis en ceuvre.

VII - SYMPTOMATOLOGIE ET LOCALISATIONS :
a) La symptomatologie :

La symptomatologie du kyste hydatique dépend étroitement de 1’organe parasité ainsi que du
stade de développement du parasite. Cependant, quelque soit sa localisation I’hydatide a une
croissance lente. Elle n’exerce pratiquement, tant qu’elle est intacte, qu’une action mécanique
par compression des organes. Elle demeure donc pendant des années cliniquement muette
(Amman, 1996 ; Chrieki, 2002; Frider, 2001; Roberts, 2001).

Les manifestations pathologiques sont dues aux complications qui finissent par jalonner
inévitablement le développement du parasite (compression, fissuration, rupture dans les cavités
du corps et infection, obstruction occasionnelle et réaction allergique voire choc
anaphylactique). Le test positif est fourni dans la grande majorité des cas occasionnellement
lors d’un examen de routine (Garcia, 2001 ; Chrieki, 2002 ; Milicevic, 1994 ; Khuroo, 2002;
Johseph et Smith, 2003).

b) Les localisations :

Le kyste hydatique si¢ge dans la majorité des cas au niveau du foie (65 %) et assez
fréquemment au niveau des poumons (25%). Toutes les autres localisations (rein, muscle, rate,
cerveau, os) ne totalisent que 10 % des cas d’hydatidose (Rippert, 1998 ; Elton, 2000 ; Siles-
Lucas et Gottstein, 2001; Khuroo, 2002).

VIII - LE DIAGNOSTIC :

Un diagnostic précoce de la pathologie est important d’autant plus que la chirurgie reste la
meilleure thérapeutique. Le diagnostic clinique est difficile car les signes et les symptomes de
la maladie varient largement (Siracusano et al., 2002). Traditionnellement le diagnostic repose
pour une large part sur I’imagerie (Tableau I) (Jouini et al., 1996 ; Roberts-Gangneux, 1998).
Cependant, il est parfois difficile de différencier les kystes des tumeurs et des abces.

Orienté par les signes cliniques et les examens radiologiques, 1I’immunodiagnostic peut
confirmer la présence du kyste hydatique soutenu par I’examen des picces d’exérése (Tableau
I). Cependant, les kystes non fissurés étant trés a I’abri du systéme immunitaire, les résultats de
la sérologie sont donc parfois décevants avec des titres d’anticorps peu élevés et des
discordances possibles entre les techniques d’ou les réactions de fausse négativité. Il est donc
nécessaire de disposer de technique de confirmation sensible et spécifique (Roberts, 2001).
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Tableau I : Les différentes méthodes utilisées dans le diagnostic de 1’hydatidose.

Le Diagnostic Radiologique

Le Diagnostic Sérologique

-La radioscopie et la radiographie simple
(Golvan, 1983).

-La radiographie aprés opacification
(Golvan, 1983).

-L’échographie (Golvan, 1983).

-L’angiographie (Altintas, 1998 ; Khuroo
2002).

-La scintigraphie hépatique (Altintas, 1998 ;
Khuroo, 2002).

-La TDM (Siles-Lucas et Gottstein, 2001)

-L’ultrasound (WHO, 1998; Roberts, 2001;
Siracusano et al., 2002).

-La ERCP (Wattal et al., 1986; Khuroo,
2002).

-Les RX (Siracusano et al., 2002).

La détection des antigénes somatiques brut
(Liquide hydatique et extrait de
protoscolex) :

- L’IDD ou I’ES (Wattre et al., 1980 ;
Rippert, 1998 ; Graig et al., 1997 ; Siracusano
etal., 2002)

-L’THA (Tribouley et al., 1974 ; Rippert,
1998, Ray, 2002)

-L’ELISA (Lightowlers et Gottstein, 1995 ;
Roberts, 2001 ; Siracusano et al., 2002)

-L’ELIEDA (Nozais, 1997)
-L’IB (Ito et al., 1999)

-L’TFI (Golvan, 1990)

La détection des antigénes circulants dans
les sérums ou les urines par ELISA ( Graig,
1986 ; Siles-Lucas et Gottstein, 2001 ;
Siracusano et al., 2002)
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L’ immunodiagnostic n’est pas seulement utile pour le diagnostic primaire mais aussi pour le
suivi des patients apres la chirurgie ou le traitement pharmacologique ou les deux (Rickard et
al., 1986 ; Polowski et al., 2001 ; Siracusano et al., 2002).

Les nouvelles stratégies de I’immunodiagnostic :

Les recherches récentes se focalisent maintenant sur les outils moléculaires pour
I’immunodiagnostic de 1’hydatidose. Les deux méthodes les plus prometteuses impliquent
’utilisation d’antigénes natifs ou recombinants (Zhang et al., 2003 ; Li et al., 2004) ou de
peptides synthétiques (Gonzalez-Sapienza et al., 2000) pour la détection d’anticorps
spécifiques dans le sérum de patients infectés. La deuxiéme méthode implique la production
d’anticorps monoclonaux pour la détection des antigénes parasitaires dans les échantillons
cliniques (Barbieri et al., 1998 ; Siles-Lucas et Gottstein, 2001 ; Siracusano et al., 2002).

Les antigénes natifs et recombinants ont la méme sensibilit¢ pour I’immunodiagnostic.
Cependant, ils présentent des avantages et des inconvénients (Tableau II). Il apparait donc
nécessaire de rechercher de nouveaux antigénes spécifiques pour palier au probléme de
réactions croisées avec d’autres antigénes parasitaires dans les régions endémiques (Ortona et
al., 2000). L’utilisation des anticorps monoclonaux (AcM) offre plusieurs avantages (Tableau
IT). Deux types d’AcM sont utilisés (Di Felice et Siracusano, 1987 ; Siles-Lucas et Gottstein,
2001 ; Siracusano et al., 2002):

» Des AcM dirigés contre les antigénes parasitaires communs avec d’autres parasites.
Ceci permettra d’¢liminer les antigénes responsables des réactions croisées et des
réactions de fausse positivité.

» Des AcM utilisés pour la purification des antigénes majeurs spécifiques a E.g.

Les travaux de Touil-Boukoffa et al et ceux de Rigano et al (Rigano et al., 1999a) ont démontré
que la production des cytokines constitue un marqueur de choix dans I'immunosurveillance et
I’immunodiagnostic de 1’hydatidose. En effet, la persistance du TNF-a au niveau des patients
récidivants et pendant les phases chroniques de la maladie constitue un mauvais pronostic
(Touil-Boukoffa et al., 1997 ; Touil-Boukoffa, 1998). Toutefois, la diminution de la production
de 'IFN-y et du NO aprés I’exérese kystique et un signe de bon pronostic (Touil-Boukoffa,
1998 ; Touil-Boukoffa et al., 1998 ; Mezioug et al., 2004). Ces données sont confirmées par un
suivi des patients en phase de récidive.

IX - LA THERAPIE :

La guérison par involution spontanée ou évacuation totale de la vésicule hydatique par les voies
naturelles est exceptionnelle. Il est une régle admise par tous: tout kyste hydatique
diagnostiqué doit étre traité.

a) La thérapie chirurgicale :

Le traitement a substantiellement changé durant les 20 derniéres années. Cependant il demeure
a I’heure actuelle essentiellement chirurgical (WHO, 1996 ; Taghavi, 2001). Le kyste
hydatique, sauf contexte particulier (patients agés, femmes enceintes, patients avec d’autres
maladies sévéres, polykystoses, kystes difficiles d’acces) est toujours justifiable d’une exérese
chirurgicale (Horton, 1989, Léo et al., 1996 ; Safioeas et al., 1999; Roberts, 2001 ; Kammerer
et Schantz, 1993 ; Chrieki, 2002 ; Josheph et Smith, 2003).
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Tableau II : Comparaison des stratégies nouvelles préconisées dans I’immunodiagnostic.
(Ortona et al., 2000 ; Siracusano et al., 2002 ; Zhang et al., 2003)

Les Antigénes Natifs

Les Antigénes
Recombinants

Les Anticorps
Monoclonaux

Les Avantages

-L’extraction se fait
de plusieurs sources.

-L’ utilisation se fait
dans chaque
laboratoire.

-La préparation est
commerciale.

-La distribution se fait
aux centres de
diagnostic.

-La qualité antigénique
est €levée.

-l n’y a pas de réaction
croisée (ou tres peu).

-La standardisation et
la reproductibilité sont
bonnes.

Les
Inconvénients

-La disponibilité est
limitée.

-IIs ne peuvent pas
étre standardisés avec
une qualité
antigénique élevée.

-1l y a un manque de
spécificité.

-Le colt est élevé.

-1l y a un manque de
spécificité.

-Le colt est élevé.

-1l y a une faible
sensibilité.

50




Chapitre | : Rappels bibliographigues L’Echinococcose

Toutefois, la fragilit¢é des membranes kystiques et leur rupture peuvent donner lieu a des
récidives (échinococcose secondaire) ou entrainer la mort a breéve échéance (choc
anaphylactique) (Léo et al., 1996 ; Di Matteo et al., 1996 ; Taghavi, 2001 ; Sayek et al., 1980 ;
Khuroo, 2002 ; Josheph et Smith, 2003).

b) La chimiothérapie :

Elle est indiquée dans le traitement des patients inopérables ou dans le cas d’une thérapie pré
chirurgicale en vue de réduire la viabilité¢ des kystes. Elle peut également étre indiquée lors
d’une thérapie post chirurgicale pour réduire le risque de rechute (Daeger, 1999 ; Moris, 1998 ;
Gottstein, 2001 ; Echerts et Deplazes, 199 ; Chrieki, 2002). Ce traitement dépend de la taille, de
la localisation et de 1’épaisseur du kyste. Il dépend également de la symptomatologie et de la
réponse des patients a la chimiothérapie (Wen et al., 1995 ; Roberts, 2001 ; Davis et al., 1989 ;
Siracusano et al., 2002 ; Josheph et Smith, 2003). La chimiothérapiec fait appel a 3
benzimidazoles (le mébendazole, le flubendazole et I’albendazole) et a un dérivé isoquinolone
(le praziquantel). Elle demeure décevante en raison du pourcentage ¢levé de rechutes et d’effets
indésirables (Tableau III).

¢) La ponction évacuatrice des kystes (PAIR) :

Autrefois proscrite en raison des risques encourus (Choc, essaimage a distance), la ponction
aspiratrice connue sous le nom de PAIR (ponction, aspiration, injection et réaspiration) est
actuellement rendue possible grace au guidage échographique et a la couverture
antihelminthique associée. Elle consiste a ponctionner le kyste, a aspirer rapidement le contenu,
et a injecter un agent scolicide (tels que I’eau oxygénée (Djillali, 1986), le méthanol ou
I’éthanol a 70-95 %, le cetrimide, le sérum hypertonique a 15-20 %, le peroxyde d’hydrogene et
le chlorhexidine (Besim et al., 1998 ; Roberts, 2001)). Ces agents ont pour effet de faciliter la
séparation de I’endokyste et de désactiver les protoscolex (Kaan Karayalcin, 1999). L’agent
scolicide est ensuite réaspiré (Gargoni et al., 1990 ; Khuroo, 1993 et 1997 ; Amman, 1996 ; Léo
et al., 1996 ; Taghavi, 2001). Cette technique expérimentale a montré une haute efficacité chez
les malades cachectiques et chez les patients porteurs de polykystose (WHO Document, 1997 ;
Rippert, 1998 ; Daeger, 1999).

Toutefois, elle ne peut étre utilisée lorsque le kyste est inaccessible, calcifié ou logé en
profondeur dans I’organe. Elle n’est également jamais sans risque méme pour les patients ne
présentant aucune contre indication a son utilisation (Tableau III).

X - LA PROPHYLAXIE :

La prophylaxie du kyste hydatique cherche a interrompre le cycle biologique naturel
d’Echinococcus granulosus, évoluant successivement chez le chien et le mouton avec passage
accidentel chez I’homme. La lutte doit donc étre menée a trois niveaux. L’éducation sanitaire
des populations dans les pays de forte endémicité est nécessaire. (Golvan, 1983 ; WHO, 1996;
AFEP, 1997 ; Nozais, 1997 ; Rippert, 1998 ; Gottstein, 2001 ; Chrieki, 2002 ; Joseph et Smith,
2003).
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Tableau III : les avantages/Inconvénients et les effets secondaires de la chimiothérapie et de la
PAIR (Golvan, 1983 ; Léo et al., 1996 ; WHO, 1996; Rippert, 1998 ; Gottstein, 2001 ; Roberts,
2001 ; Taghavi, 2001 ; Khuroo, 2002)

Les Avantages Les Inconvénients Les Effets
d’utilisation d’utilisation secondaires
Le -La cure est -IIs interférent avec
Flubendazole prolongéé. I’organisation des
-Les doses sont tubulines en se liant
élevées. aux P—tubulines
-L’activité kysticide | libres.
est décevante
-IIs sont
-1 est Faiblement hépatotoxiques.
Le Mébendazole absorbé.
-Les doses sont -IIs causent des
¢levées. neutropénies, des
-1 est rapidement thrombocytopénies,
métabolisé dans le | et des alopécies.
foie en dérivés
inactifs. -1Is sont parfois
embryotoxiques et
-11 est bien absorbé. tératogenes.
-Les doses sont plus
L’Albendazole | faibles. -IIs causent aussi des
-11 est métabolisé douleurs abdominales
rapidement en et des diarrhées.
dérivés actifs (ABZ
sulfoxide).
Le Praziquantel | -1l augmente 1’effet -1l cause des nausées
des imidazoles. et des douleurs
abdominales
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XII - LA VACCINATION :

EG95 est un vaccin qui a été ¢élaboré pour prévenir 1’infection chez les hotes intermédiaires
(moutons, chameaux, ...). Il a été préparé a partir d’une protéine de 1’oncosphere exprimée
chez Escherichia coli. L’immunisation avec EG95 permet de réduire ’infection chez les
moutons. De plus, cette immunité protectrice persiste une année compléte aprés deux
immunisations (Lightowlers et al., 1996 et 1999 ; Heath et Lawrence, 1996 ; Lightowlers,
1999). Les recherches entreprises par Holeman en 1997 (Zhang et al., 2003) ont également
montré la transmission de cette protection aux progénitures.

L’utilisation de ce vaccin avec les mesures de contrdle des chiens et les programmes
d’information et d’éducation pourrait augmenter 1’efficacit¢ des compagnes de controle. En
effet, elle permettrait de réduire la transmission du parasite et indirectement de réduire
I’incidence de la maladie chez I’homme. Sachant que la biologie de I’infection est trés similaire
chez I’homme et I’animal, il est fort probable que EG95 pourrait étre utilisé chez ’homme.

Cependant, les résultats ne sont pas encore trés concluants. En effet, seulement 50% des
animaux vaccinés non pas de kystes viables aprés deux immunisations (Heath et Lawrence,
1996; Lightowlers et al., 1996 et 1999).

XIII - LES REPONSES IMMUNITAIRES DE L’HOTE:

L’hydatidose partage avec d’autres helminthiases trois réponses typiques: des réactions
d’hypersensibilit¢é immédiate, une production élevée d’IgE/IgGs, une éosinophilie et une
mastocytose (Rigano et al., 2001). Ces réponses sont sous le controle de cytokines distinctes
produites par deux populations de cellules TCD, : Thl et Th2 (Mezioug et al., 2004). La
réponse immunitaire de 1’hote est donc une série trés complexe d’interactions qui font
intervenir des mécanismes immunologiques diverses (Fig. 4):

a) La réponse tissulaire :

Une premicere ligne de défense de I’hdte constituée par une atrophie du parenchyme de 1’organe
infecté¢ est mise en place afin d’isoler le parasite (Gottstein, 2001). Elle se traduit par une
infiltration cellulaire, impliquant les lymphocytes, les macrophages, les neutrophiles, les
éosinophiles et les fibroblastes (Riley et al., 1985 ; Rigano et al., 1996 ; Fotiadis et al., 1999;
Diaz et al., 2000).

b) La réponse cellulaire :

Elle se caractérise par une forte réponse lymphoprolifératrice, qui est sous le contrdle d’un
certain nombre de cytokines bien distinctes, elles méme produites par les sous populations
cellulaires TCD," de type : Thl et Th2 (Rigano et al., 1995 a 2001 ; Touil-Boukoffa, 1998 ;
Touil-Boukoffa et al., 2000 et 2002 ; Mezioug et al., 2004)

En 1986, Touil-Boukoffa a mis en évidence une activit¢ IFN de type o/B au cours de
I’hydatidose. Il a été également rapporté la présence in vivo et in vitro du TNF-a, I’IL-6 (Touil-
Boukoffa et al., 1991, 1995 et 1997), I'I[FN-y, le NO (Touil-Boukoffa et al., 1996, 1997, 1998
et 1998* ; Ait Aissa, 2002 ; Mezioug et al., 2004), I’'IL-4, I’IL-10 et I’IL-12 (Touil-Boukoffa et
al., 2000 ; Mezioug et al., 2004)
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Les travaux menés par d’autres équipes, ont montré des résultats convergeants avec ceux de
notre équipe en particulier sur la production in vitro de I’'IL-4, I’'IL-10 (Rigano et al., 1995a-b),
I’IL-5 et I’IL-6 (Rigano et al., 1996). In vivo, il a été rapporté la présence de I'IL-1, I’'IL-4
(Navarro-Zorraquin et al., 1991 ; Torcal et al., 1996), I’IL-2, le TNF-a (Torcal et al, 1996),
I’IL-10 et I’'TFN-y (Rigano et al., 1999a). A la différence, la nature des effecteurs antigéniques
utilisés par ces derniers est d’origine ovine et porte sur I’antigene total.

Les résultats obtenus aux cours de cette derniere décennie par les différentes équipes de
recherches, suggerent que I’équilibre de la relation hote -parasite est justifiée par la coexistence
des deux voies. Ainsi la voie Thl est probablement associée a I’'immunité protectrice (ou la
résistance a I’infection). Alors que la déviation vers la voie Th2 refléte la susceptibilité a la
maladie. Ces deux voies sont donc bénéfiques pour 1’hote et le parasite respectivement. Cet
aspect apparait étre utile dans I’immunosurveillance et I’immunothérapie de la maladie (Touil-
Boukoffa et al., 1997 et 1998 ; Gottstein, 2001 ; Margutti et al., 2002 ; Siracusano et al., 2002 ;
Zhang et al., 2003).

¢) Laréponse humorale :

A la mosaique antigénique du liquide hydatique correspond la production d’anticorps variés
incluant les IgE (Afferini et al., 1984 ; Navarro-Zorraquino et al., 1991 ; Rigano et al., 1995a-
b), les IgG (Rigano et al., 1995a-b ; Grimm et al., 1998 ; Sterla et al., 1999), les IgM, et les
IgA. Le type d’anticorps est souvent li¢ a I’état du kyste et a sa localisation. Ainsi, une
prédominance des IgA est le signe d’une localisation pulmonaire, alors que la présence des
IgM indique la présence d’un kyste fissuré (Biava et al., 1990). Toutefois, la réponse en IgG
demeure la plus importante et persiste pendant plusieurs années apres 1’exérese chirurgicale
(Freire-Cartucho et al., 1996 ; Grimm et al., 1998) avec une prédominance des sous classes
IgG; et 1gG4 (Margutti et al., 2002). Les travaux de Wen et al en 1994 puis Ioppolo et al en
1996 ont démontrés que les IgG; et les [gG4 reconnaissent fortement la fraction 5 et ’Ag B
respectivement. Cet aspect pourrait étre utile dans I’immunodiagnostic de la maladie et I’étude
des mécanismes de survie du parasite (Sterla et al., 1999 ; Siracusano et al., 2002 ; Zhang et al.,
2003).

Par ailleurs, I’existence d’une relation entre la production des IgE/IgGy et celle in vitro des
cytokines : I'IFN-y, I'IL-4, I’IL-10 (Touil-Boukoffa, 1998 ; Rigano et al.,2001) et I’'IL-5
(Rigano et al., 1998) supporte une régulation positive des réponses humorales par ces cytokines
au cours de I’hydatidose.

XV - LES MECANISMES D’ECHAPPEMENT :

La principale caractéristique de la relation hote — parasite est la ceexistence d’une infection
chronique avec des réponses humorales et cellulaires contre le parasite. Cette adaptation étroite
et durable du parasite a son hote implique la mise en place de stratégies complexes et
¢évolutives, lui permettant d’éviter ou de contrecarrer les mécanismes de rejet par le systeéme
immunitaire (Rickard et Williams, 1982 ; Capron, 1995 ; Damian, 1997 ; Rigano et al., 2001).
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Figure 4: Implication des réponses immunitaires & inflammatoires au cours de 1’échinococcose
humaine (Touil-Boukoffa et al., 1998 ; Rigano et al., 2001; Mezioug,2002; AitAissa,2002)
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La capsule fibreuse constitue a elle seule une premicre ligne de défense de la larve contre
I’attaque immunitaire de 1’hote (Mackenzie, 1984 ; Thompson, 1995 ; Rigano et al., 2001 ;
Siracusano et al., 2002 ; Zhang et al., 2003).

Outre cette barriere physique, le parasite peut avoir recours a plusieurs stratégies d’invasion au
cours de son évolution a I’intérieur de 1’organisme (Siracusano et al., 2002 ; Zhang et al.,
2003), on peut citer :

>

YVVVY YV VVV VYV

Le masquage antigénique par les protéines de 1’hote (Frosch et al., 1991 ; Rigano et al.,
2001 ; Zhang et al., 2003).

Le mimétisme moléculaire (Dixon, 1997 ; Zhang et al., 2003).

Le polymorphisme de I’ADN ou des antigénes (Shepherd et al., 1991 ; Zhang et al.,
1998 ; Chow et al., 2001 ; Zhang et al., 2003).

La production de protéases telles que la cathepsine K (Diaz et al., 2000).

L’interférence avec I’activité du complément (Ferreira et al., 2000).

L’altération des fonctions des macrophages et des leucocytes (Rakha et al., 1997 ;
Zhang et al., 2003).

L’altération architecturale des organes lymphoides (Ali-Khan, 1978; Richard et
Williams, 1982; Riley et Dixon, 1984).

La déplétion des lymphocytes T (Touil-Boukoffa, 1998 ; Zhang et al., 2003).

L’ immunosuppréssion (Dixon, 1997 ; Siracusano et al., 2002 ; Zhang et al., 2003).
L’altération de la réponse en anticorps (Baz et al., 1997 ; Zhang et al., 2003).
L’antigéne B (ou sa plus faible sous unité de 8/12 kDa) a un rdle direct dans 1’évasion
du parasite par inhibition des protéases et du chimiotactisme des neutrophiles (Rosenvit,
1997 ; Shepherd et al., 1991 ; Siracusano et al., 2002). Il a également un role indirect
par l’induction préférentielle des cytokines de la voie Th2; voie non protectrice
associée la chronocité de la maladie (Touil-Boukoffa et al., 2000; Rigano et al., 2001 ;
Mezioug et al., 2004).
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MATERIEL ET METHODES

A - MATERIEL :
1- Les Sérums :

Les échantillons sanguins sont prélevés sur des tubes héparinés (0,5mg/ml) chez des patients
porteurs de kystes hydatiques confirmés par la chirurgie et ne présentent aucune autre
pathologie. D’autres prélévements sont réalisés chez des donneurs sains. Les plasmas sont
recueillis aprés centrifugation a 2000 rpm pendant 10 mn puis aliquotés et conservés a —
45°C.

70 échantillons sériques de sujets hydatiques ont été ainsi obtenus et répartis selon la
localisation kystique en 6 cas de kystes hépato- pulmonaires, 20 cas de kystes hépatiques, 40
cas de kystes pulmonaires et 4 cas de kystes du cceur. Les sérums témoins sont au nombre de
15.

Selon le stade clinique, nous avons 40 sérums au stade pré- opératoire et 30 autres au stade
post- opératoire.

Cet échantillonnage correspond a une population de 40% hommes et 60% femmes de 4 a
70 ans.

2 — Les cellules :

Les PBMC sont préparées a partir du sang humain prélevé sur des tubes héparinés chez des
donneurs sains (n=17) et malades atteints d’hydatidose confirmée par la chirurgie (n=35).

3 — Les kystes et liquides hydatiques :

Les liquides hydatiques sont obtenus par ponction de 33 kystes ni surinfectés, ni vomiqués, ni
rompus et de localisation essentiellement pulmonaire et hépatique. Les kystes sont différents
par leur taille (de 2 mm a 15 cm) et par leur degré de fertilité.

Ces différents échantillons de sang, de liquide et de kyste hydatique ont été collectés au niveau
de plusieurs services hospitaliers d’Alger :

-Le Service de Chirurgie Thoracique et Générale du CHU Mustapha Bacha.
-Le Laboratoire de Parasitologie du CHU Mustapha Bacha.

-Le Service de Chirurgie Générale du CHU Salim Zmirli.

-Le Service de Chirurgie Générale du Secteur Sanitaire de Ain Taya

-Le Service de Chirurgie Générale du CHU Parnet.

-Le Centre de Transfusion Sanguine du HCA Ain Nadja.

-Institut Pasteur.

4 — Les tissus :

Les tissus pulmonaires sains d’origine bovine ont été obtenus au niveau de ’abattoir de la
commune de Staoueli.
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5 — Les milieux de culture :

a— Le RPMI-1640 :

Ce milieu est enrichi par l’addition de 10% de Sérum de Veau Feetal préalablement
décomplémenté a +56 °C pendant 30 mn et complémenté de 1 mg/ml de L-Glutamine, de 300

mg/l de Tricine pH 7.4 et 2 mM d’un mélange d’antibiotiques (40 mg/l de Gentalline et
200.000 unités/l de Pénicilline). Il est destiné a la culture des PBMC et des Protoscolex.

b —Le DMEM :

Ce milieu est enrichi de la méme fagon que le milieu RPMI-1640. Il est destiné a la mise en
route et a ’entretien de la survie des fragments de tissus pulmonaires.

6 — L’interféron de référence :

L’IFN-y humain recombinant d’une activité spécifique de 10° UI/ml, est produit par Roussel
Uclaf (Romain ville, France). Il nous a été aimablement offert par le Dr Wietzerbin, J.
Directeur de recherche a I’institut Curie de Paris. Il est utilisé pour les inductions des PBMC en
culture.

7 — La souche Pseudomonas oleovorans ATCC 8062 :

C’est une bactérie utilisée pour le dosage des nitrites par la méthode de "Griess modifiée" pour
sa capacité a réduire les nitrates en nitrites. Elle nous a été aimablement fournie par le Dr
Drapier, J. C Directeur de I’unité de recherche biosynthése du NO et signalisation au CNRS,
Gif-sur-Yvette, Paris, France.

8 - Les réactifs Coulter Beckman :

Ils sont utilisés pour le dosage de I'lL-8 et de I’IL-12 dans les échantillons de sérum, de
surnageants de culture et de liquides hydatiques.
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B - METHODES :

I — Préparation et caractérisation des deux entités antigéniques soluble : le LHT et
figurée : les PSC :

1 — Préparation des deux antigénes :

Le liquide hydatique prélevé stérilement d’un kyste en bon état est soumis a une filtration sur
de la gaze, puis centrifugé a 5000 rpm pendant 30 mn a +4 °C.

Le surnageant obtenu est dialysé. Un dosage des protéines est réalisé par la suite par la méthode
de Bradford pour tous les échantillons de liquide hydatique recueillis (n=33).

Les liquides hydatiques subiront une caractérisation biochimique par électrophorese sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS et par chromatographie d’affinité sur ConA-Ultrogel.
L’antigénicité sera évaluée par immunoélectrophorése, immunodiffusion double, ELISA et
immunoblot. L’échantillon exprimant le degré d’antigénicité¢ le plus ¢€levé sera sélectionné
pour la purification des fractions majeures du liquide hydatique.

Le culot contenant les éléments figurés du kyste subit plusieurs lavages dans du tampon PBS
pH 7,4 stérile. Cette opération est suivie systématiquement d’un test de viabilité a 1’éosine
(1%) et une numération entre lame et lamelle. Les échantillons dont la viabilité est inférieure a
90% ne sont pas sélectionnés pour les inductions de culture de PBMC.

Les échantillons de protoscolex seront analysés par SDS-PAGE, IEP, IDD et IB (Fig. 1).
2- Caractérisation antigénique et biochimique des échantillons de LHT et de PSC :

a - Caractérisation biochimique :

al — Par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE) :

Il s’agit d’une méthode d’analyse basée sur la migration électrophorétique des molécules en
fonction de leur PM.

La migration des échantillons (LH et PSC) se fait sur un gel discontinu de polyacrylamide de
13% et 5% d’acrylamide. Dans les conditions réductrices, les échantillons sont d’abord dilués
au demi (V/V) dans le tampon échantillon additionné de 10% (V/V) de B-
mercaptoéthanol, puis incubé Smn a 100°C.

La migration s’effectue a un voltage constant (70V pour le gel supérieur et 100V pour le gel
inférieur). Elle se fait en présence d’un tampon glycine pH8,3 et utilise le bleu de bromophénol
comme indicateur de migration.

Le gel est ensuite coloré avec du bleu de coomassie r250 pendant une nuit puis décoloré par
des lavages successifs dans une solution a 10% d’acide acétique.

Enfin, le PM des différentes bandes protéiques est obtenu par extrapolation du Rf (rapport

frontal) de chaque bande sur une courbe étalon (Log PM = f (Rf)) établie en utilisant le
déplacement des protéines marqueurs.
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a2 - Par Chromatographie d’affinité sur Concanavaline A-Ultrogel :

Un ligand, la Concanavaline A présentant une affinité pour les résidus a manopyranosyl des
glycoprotéines, est fixé d’une facon covalente a la matrice d’un gel ; 1’agarose. Seuls les
composants présentants une affinité pour ce ligand sont adsorbés sur la matrice du gel tandis
que les autres sont éliminés hors de la colonne. La désorption est obtenue par une modification
des interactions de type hydrophobe.

Un échantillon de 0,5ml (50 mg/ml) est déposé sur le lit du gel dans une colonne (Type
Pharmacia 0,9x10cm) équilibré au préalable avec un tampon PB 0,02M, pH7.4, NaCl 1M.
Aprés un premier lavage avec ce tampon, une deuxieme élution est effectuée avec un tampon
PB 0,02M pH7,4-NaCl 1M-Saccharose 0,1M, a un débit de 18 ml/cm*/h et a raison de 3
ml/tube. La lecture de la densité optique est effectuée a 280nm.

b - Caractérisation antigénique :
b1 — Par Immunoelectrophorése :

C’est une technique qui associe une migration électrophorétique des antigénes selon leurs
charges, sous ’action d’un champ ¢électrique, et la diffusion des anticorps perpendiculairement
a I’axe de migration électrophorétique. La formation de complexe Ag-Ac se traduit par
I’apparition d’arcs de précipitation.

Apres une migration ¢électrophorétique des antigénes (LHT et PSC) pendant 2h30mn sous un
potentiel de 25V pour chaque lame et dans un tampon véronal sodique pHS8,2, un sérum
fortement positif de patients hydatiques est déposé.

Au bout de 48h de diffusion (24h a +4°C puis 24h a T° ambiante), les lames sont immergées
dans un bain de citrate a 5% pendant 1h a 3h, puis dans plusieurs bains de Nacl a 9% pendant
3 jours. Les lames vont subir par la suite une déminéralisation avec du papier wattman n°1 a
37°C jusqu’a la déshydratation compléte du gel.

Les lames sont enfin colorées avec de 1’amidoschwartz pendant 7mn puis décolorées dans une
solution acide/alcool. Seuls les arcs de précipitation restent colorés, indiquant ainsi la présence
de complexes immuns Ag-Ac.

b2 — Par immunodiffusion double :

Cette technique permet la comparaison directe de différentes préparations d’Ag et d’Ac, et
I’observation de réactions d’identit¢é ou de non identité voire méme de réactions croisées
donnant lieu a la formation d’arcs de précipitation. Le nombre et la projection de ces arcs
fournissent une évaluation des systémes précipitants en cause.

La diffusion est réalisée en chambre humide pendant 48h. La suite des opérations (lavage,
déminéralisation, coloration et décoloration) se faisant suivant le méme protocole décrit par la

technique de Grabar et Williams.

Des tests complémentaires en présence de sérums négatifs sont nécessaires.
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b3 — Par E.L.I.S.A. (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) :

Ce test immuno-enzymatique permet de mettre en évidence et de quantifier une réaction
immunologique spécifique constituée par I’union d’un Ag et I’ Ac correspondant. Elle consiste a
associer une réaction immunologique a une réaction enzymatique.

Une microplaque est sensibilisée avec I’Ag (LHT a 6pug/ml) pendant 1h a 37°C puis une nuit a
+4°C. Apres une série de lavages, les sites non spécifiques sont saturés avec du PBS-lait
écrémé a 5% pendant 2h a 37°C.

Apres une seconde série de lavages, une gamme de dilution croissante de sérum de patients
hydatiques dilué au 1/100°™ est préparée puis répartie. Suite a une incubation de 1h a 37°C et
une nuit a +4°C, et un autre lavage, le conjugue (Anti-IgG humaine marquée a la peroxydase),
dilué au 1/500°™, est réparti.

Apres 1h a 2h d’incubation a 37°C et un dernier lavage, la réaction immuno-enzymatique est
révélée par 1’addition du substrat chromogene soit 4mg de DAB (Dinitroaminobenzene) dilué
dans 10ml de tampon tris 5S0mM-pH?7,6 additionné de 10pul de H>O; a 30% (V/V). La réaction
est arrétée apres a une incubation de 15Smn a I’obscurité, par addition de 50ul d’HCl
5N /puit.

La lecture de la densité optique est effectuée a 405nm sur lecteur ELISA (Labysystems
Multiscan) dans la demie heure qui suit. Le titre en Ac est établi comme étant 1’inverse de la
dilution maximale a laquelle la réaction immuno-enzymatique peut étre détectée.

b4 — Par Immunoblot :

Cette technique permet d’identifier le nombre et la taille des fractions contenues dans un
mélange antigénique reconnues par un Ac spécifique apreés immunoprécipitation, en combinant
a la fois une électrophorese, un ¢€lectrotransfert et un immunoblot.

Les protéines du LHT et de PSC soumises a une €lectrophorese sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS sont transférées sur une membrane de nitrocellulose de 0,22pm.
L’¢lectrotransfert sera réalis¢ pendant Th30mn a 400mA et a +4°C dans un tampon de transfert
glycine 150mM, Tris-HC] 25mM et méthanol 20%. 11 s’ensuit I’étape de I'immunoblot, ou la
membrane est d’abord saturée avec une solution de PBS-lait écrémé (5%) a température
ambiante pendant 1h.

Aprés une série de lavages, la membrane est incubée avec un sérum dilué au 1/100°™ pendant
1h a 37°C puis une nuit a +4°C. Elle est ensuite lavee puis incubee avec le conjugue anti-IgG
humaine 1ié a la peroxydase dilué au 1/500°™ pendant 1h a 37°C.

Aprées un dernier lavage, la réaction est révélée par addition du substrat chromogene pendant 30
mn a I’obscurité. La membrane est enfin rincée a I’eau distillée pour arréter la réaction.
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IT — Identification des différentes fractions du liquide hydatique pulmonaire humain par
gel filtration sur Séphadex G200 :

C’est une méthode de séparation des molécules en fonction de leur PM par effet de tamissage
sur des billes poreuses. La séparation s’effectue dans un ordre décroissant des PM, avec une
relation lin€aire entre le Ve (volume d’¢lution) et le Log du PM.

Un ¢étalonnage préalable de la colonne est réalisé grace a une série de marqueurs de PM (Bleu
dextran, Albumine, Ovalbumine, Ribonucléase A et le Cytochrome C). La colonne équilibrée et
¢talonnée, est utilisée par la suite pour la filtration du LHP humain (Sml, 100 mg/ml). L’¢lution
commence avec un tampon Tris-HCl 0,1M- NaCl 1M pHS8. Les ¢luas de la colonne sont
recueillis a raison de 3,5 ml/tube a un débit constant de 10 ml/cm?/h.

La densité optique de chaque tube est ensuite lue a 280nm. Le PM de chaque fraction (pic) est
obtenu par extrapolation de la valeur des Ve sur la courbe étalon Ve=f (Log PM).

Enfin, les différentes fractions ainsi récupérées sont poolées, dialysées et concentrées. Elles
sont ensuite testées pour la caractérisation de leur PM, leur contenance en résidus glucidiques,
leur pouvoir antigénique selon les techniques décrites ci-dessus (SDS-PAGE dans le conditions
non réductrices, Chromatographie d’affinité sur Con A-Ultrogel) et (IDD, IES, ELISA et IB)
respectivement.

III — Mise en culture des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) et
inductions.

1 - Préparation des PBMC :

C’est une séparation sur gradient de densité utilisant le Ficoll hypaque d’une densité égale a
1,077. Apres une centrifugation, les globules rouges et les polynucléaires neutrophiles passent a
travers le Ficoll et forment un agrégat au fond du tube, tandis que les cellules mononuclées
(PBMC) restent a I’interface du milieu Ficoll.

Un volume égal de sang (V) et de milieu RPMI-1640 a 10% de SVF (V) est mélangé puis
déposé sur le Ficoll hypaque. Aprés une centrifugation a 2800rpm pendant 15mn, les cellules
mononuclées sont récupérées par aspiration de 1’interface puis lavées deux fois aux PBS 0,1M-
pH7,2 stérile pendant 10mn a 1500rpm. Le culot cellulaire obtenu est resuspendu dans un
volume minimum de RPMI-1640 a 10% de SVF.

Un test de viabilité et une numération cellulaire sont réalisés systématiquement sur lame
Malassez avec du bleu de Trypan a 0,2%. La densité cellulaire est alors ajustée par dilution a
10° cellules/ml, concentration pour laquelle nous obtenons une induction optimale des
cytokines et du monoxyde d’azote (Touil-Boukoffa, 1998).

Les PBMC des sujets sains et malades aux stades pré et post- opératoire sont mises en culture
dans du RPMI-1640 a 10% de SVF dans des microplaques de 96 puits a fond plat. En prenant
soin de laisser un témoin pour chaque échantillon, les cellules sont stimulées avec les différents
effecteurs. Elles sont alors incubées a 37°C pendant 20h en atmosphére humide et a 5% de
CO;. Une observation de 1’état des cellules avant et apres stimulation est réalisée.
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2 - Etude de Deffet de ’antigéne 5 et de la P 50 purifiés du liquide hydatique et/ou de
PIFN-y sur la production de I’IL-12, de I’IL-8 et du NO sur culture de PBMC.

Les PBMC sont stimulées par 1’addition de 10ug/ml de F5 et/ou de deux titres d’IFN-y
(10UI/ml et 100UI/ml). Les mémes stimulations sont réalisées simultanément pour la
deuxiéme fraction purifiée la P50.

Apres incubation, les différentes préparations sont centrifugées a 10.000rpm pendant 15 mn
puis conservées a -45°C en vue de dosages ultérieurs des deux cytokines (I’IL-8 et I'IL-12) et
du monoxyde d’azote.

3 - Etude de P’effet de concentrations croissantes de LHT et de PSC sur la production de
NO. Impact sur la viabilité des cellules et des PSC.

Les PBMC sont mises en culture en présence de concentrations croissantes de liquide hydatique
pulmonaire humain (0- 5- 10- 15- 20- 30- 40 et S0ng/ml) et de protoscolex (0- 100-200- 400 et
800 PSC/ml).

Apres une centrifugation a 1500rpm pendant Smn, des tests de viabilit¢ au bleu de Trypan a
0,2% et a 1’éosine a 1% sont effectués afin d’estimer respectivement le taux de viabilité des
PBMC et des PSC.

Les surnageants de culture sont conservés a -45°C pour un dosage ultérieur des nitrites totaux.

4 - Etude de ’effet de ’IFN-y sur la production de NO sur culture de PBMC. Impact sur
la viabilité des PSC.

Les PBMC sont mises en culture en présence ou en absence de 100UI/ml d’IFN-y et/ou de
PSC (200 PSC/ml). Apres une centrifugation a 1500rpm pendant 10mn, un test de viabilité des
PSC a I’éosine (1%) est réalisé.

Les surnageants de culture sont conservés a -45°C pour un dosage ultérieur des nitrites totaux.

IV — Dosage in vivo et in vitro de I’'IL-8, de I’IL-12 et du NO.

La détermination quantitative du taux d’IL-12, d’IL-8 et de NO est effectuée in vivo, dans les
sérums de sujets sains et de sujets hydatiques aux stades pré et post- opératoire et dans les
liquides hydatiques humains. Le dosage in vitro sera réalisé dans les surnageants de culture des
PBMC.

1 - Dosage des cytokines.

Le dosage est réalisé par la méthode ELISA sandwich selon les recommandations de Coulter,
Beckman. Dans les puits d’une microplaque de microtitration recouverte d’un premier anticorps
monoclonale anti-cytokine sont incubés les différents échantillons a doser et les standards. Il
s’en suit I’incubation d’un deuxiéme anticorps biotinylé puis le conjugué streptavidine-HRP2.
L’activité enzymatique est révélée par I’addition du substrat chromogéne (le TMB). La réaction
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est enfin arrétée et I’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration de cytokine
présente dans 1’échantillon ou le standard a doser.

Elle et quantifiée par la lecture des DO a 405nm dans un lecteur ELISA (Labsystem).
L’extrapolation des valeurs de DO des échantillons se fait grace a une courbe étalon
DO=f [standard].

2 - Dosage du monoxyde d’azote.

Le dosage de la production de NO est réalis¢ par la quantification de deux métabolites
physiologiquement stables du NO, les nitrites (NO;) et les nitrates (NOs’). Apres réduction des
nitrates en nitrites par une souche de Pseudomonas oleovorans (ATCC 8062) nitrate réductase,
les nitrites totaux sont quantifiés par un dosage colorimétrique a 543nm par I’addition du
réactif de Griess modifi¢. Ce dernier donne une coloration rose plus ou moins intense selon la
concentration en nitrites.

50pul du milieu a analyser sont mélangés avec 25ul de la suspension bactérienne et 25ul de
tampon PBS pH7,2. Aprés une incubation a 37°C pendant 90mn, la préparation est centrifugée
pendant 2mn a 1200rpm. Les surnageants sont par la suite mélangés V/V avec le réactifs du
Griess (50ul de Naphtyl-éthyléne diamine dichloride a 0,5% dans du HCI a 20% + 50ul de
sulfanilamide a 5% dans du HCI a 20%) et 800pul d’eau distillée. Aprés 20mn d’incubation a
température ambiante et a 1’obscurité, la lecture des DO est effectuée au spectrophotometre a
543nm.

La concentration en nitrites totaux des échantillons est déterminée par extrapolation de la valeur
des DO sur la courbe étalon DO=f [NaNO,] établie préalablement a partir d’une gamme de
NaNQ;" allant de 0 a 300uM.

IIV — Etude de I’effet de concentrations croissantes de NaNQO, sur :
1 - L’hydatide :

Cinqg kystes hydatiques de taille différentes prélevés aux niveau du muscle d’un patient, sont
mis en survie dans du DMEM a 10% de SVF en présence de concentrations croissantes de
NaNO; (0- 1- 5- 10- 20- 30- 40- 50- 100- 200- 300— 400 et S00nM) et dans une atmosphére
humide a 5% de CO; et a 37°C pendant 3 jours. Ces kystes sont controlés, avant la mise en
culture, sous microscope inversé. Ne sont retenus que les kystes en bon état qui présentent une
membrane intacte et un liquide hydatique sous tension.

Les cultures sont régulierement observées au microscope a phase inversée sous différents
grossissements et ce pour mieux apprécier les changements qui s’opérent sur la structure et la
morphologie de I’hydatide. Des prises de photographie sont réalisées aux différents temps
d’observation et le nombre de kystes viables est déterminé a chaque étape. Un dosage des
nitrites intra-kystiques est effectué¢ apres 24h d’incubation.
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2 - Le tissu pulmonaire bovin (étude histologique) :

Des fragments de tissus pulmonaires fraichement obtenus a partir de bovins sains (de 1em? et
2mm d’épaisseur) sont mis en survie dans des microplaques 24 puits contenant du DMEM a
10% de SVF en présence de concentrations croissantes de NaNO, (0- 50- 100- 200- 300 et
400pnM) pendant 24h a 37°C dans une atmosphere humide a 5% de CO,.

Les cultures sont par la suite destinées a 1’étude histologique apres une fixation des fragments
de tissus dans du formol tamponné a 10%. Cette étude se déroule en plusieurs étapes :

Les fragments de tissus sont d’abord déshydratés par passage dans une succession de bains
d’alcool de degré croissant (70°-90° et 100°) suivi de trois bains de toluéne. Ils sont ensuite
plongés dans un bain intermédiaire constitué¢ de tolueéne et de paraffine (V/V) puis deux bains
de paraffine. Apres la préparation des blocs, des coupes de 7um d’épaisseur sont réalisées puis
¢talées a chaud sur des lames de verre contenant de I’eau gélatinée a 0,4% et placées a 37°C.
Les lames subissent par la suite un déparaffinage par la chaleur et deux bains de toluéne suivi
d’une hydratation dans des bains d’alcool de degré décroissant. La coloration associe un
colorant du noyau: I’hématoxyline et un colorant du cytoplasme : 1’¢osine. Les coupes
colorées, sont déshydratées puis plongées dans deux bains de toluéne. Elles sont enfin montées
entre lame et lamelle a I’aide du baume de Canada puis placées a 37°C. L’observation des
coupes histologiques a été effectuée au microscope photonique (Zeiss).
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RESULTATS ET DISCUSSION

I - PREPARATION DE [LI’ANTIGENE SOLUBLE TOTAL: LE LIQUIDE
HYDATIQUE :

Avant de procéder a la séparation des fractions antigéniques du liquide hydatique, une
caractérisation biochimique (par un dosage de Bradford, une SDS-PAGE et une
chromatographie d’affinité) et antigénique (par IEP, IDD, ELISA et IB) sont effectuées sur
les différents liquides recueillis afin de sélectionner celui exprimant le plus haut pouvoir
antigénique.

1 - Caractérisation biochimique des liquides hydatiques :

Les résultats obtenus par le dosage de Bradford montrent des concentrations protéiques
différentes selon le type de liquides hydatiques étudiés. Elles sont de 0.33 £+ 0.11 mg/ml et de
0.17 = 0.07 mg/ml pour les liquides hydatiques hépatiques (n=12) et pulmonaires (n=20)
respectivement. D’aprés ces résultats, il semblerait que les liquides hydatiques hépatiques
soient plus riches en protéines. Nos résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs
(Hamrioui, 1986 ; Vidor et al., 1986). En effet, ces derniers estiment que les kystes hépatiques
présentent une perméabilité plus importante et par conséquent permettent une diffusion plus
accrue des protéines de 1’hote a I’intérieur des kystes (Coltorti, 1986 ; Hustead et Williams,
1977 ; D’ Amelio et al., 1985). La variabilité des valeurs observées au sein méme d’une méme
catégorie de liquide hydatique (avec un intervalle allant de 0.04 mg/ml a 0.27 mg/ml pour les
liquides pulmonaires) peut étre expliquée par une variabilité du degré de fertilité pour les
kystes considérés.

Les deux types de liquides hydatiques (hépatiques et pulmonaires) ont €t¢ soumis a une
analyse électrophorétique sur gel de polyacrylamide en milieu dénaturant. Le profil de
migration obtenu révele la présence de 18 bandes protéiques de PM variant entre 12 kDa et
97 kDa. Deux bandes majeures se distinguent. Elles sont représentées par les protéines de
poids moléculaire égale a 67 kDa et 12 kDa (Fig. 1). Ces derniéres correspondent
probablement aux antigénes majeurs de I’hydatide : la F5 (Hamrioui, 1986, Touil-Boukofta,
1998) et la F4 (Mezioug et al., 2004). Nous avons noté avec intérét la présence fréquente
d’une protéine de 50 kDa dans tous les échantillons testés. Cette observation a été également
rapportée par plusieurs auteurs (Di Felice et al., 1986 ; Lightowlers et al., 1989 ; Park et al.,
2000 ; Taherkhani et Rogan, 2000 ; Vargas et al., 2001). A la différence, nous avons utilisé un
liquide hydatique humain.

Les deux types de liquides hydatiques sont ¢galement soumis a une chromatographie
d’affinité utilisant comme ligand la Concanavaline A, sachant la haute affinité exprimée
par les résidus glycosylés envers cette lectine. Le profil chromatographique obtenu montre la
présence dans les deux cas, de S pics (dont 3 majeurs et 2 d’amplitude non significative) apres
¢lution avec le tampon PB 0,02 M, NaCl 1 M, pH 7,4-Saccharose 0,1 M. Apres lavage, un
seul pic est obtenu pour les deux échantillons (Fig. 2 et 3). Ces résultats indiquent la présence
d’au moins 5 glycoprotéines au niveau du liquide hydatique représenté notamment par
I’antigéne A et B (Capron et al., 1967, Oriol et al., 1971 ; Oriol et Oriol, 1975 ; Leggatt et al.,
1992 ; Poretti et al., 1999 ; Siracusano et al., 2002)
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Figure 1 : Caractérisation protéique des protéines des liquides hydatiques du poumon et
du foie humains par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS et en
milieu dénaturant.

LHP : Liquide hydatique pulmonaire, LHF : Liquide hydatique hépatique.
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Figure 2 : Profil chromatographique du liquide hydatique du poumon
humain sur Concanavaline A-Ultrogel.Débit 18 ml/cm?/h. Nous retrouvons un
pic (pic 1) apres lavage et 5 pics dont 3 majeurs (pics 2, 3 et 4) apres élution.
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Figure 3 : Profil chromatographique du liquide hydatique du foie humain sur
Concanavaline A-Ultrogel.Débit 18 ml/cm’/h. Nous retrouvons un pic (pic 1)
aprés lavage et 5 pics dont 3 majeurs (pics 2, 4 et 6) aprés élution.
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2 - Caractérisation antigénique des liquides hydatiques :

L’¢évaluation de I’antigénicité des différents liquides hydatiques (pulmonaires et hépatiques)
en immunoélectrophoreése contre les sérums de sujets atteints d’hydatidose confirmée par la
chirurgie révele la présence de 5 arcs de précipitation dans les deux cas. Toutefois, 1’intensité
de ces arcs se révele plus importante au niveau de I’échantillon hépatique (Fig. 4A). Ces
résultats seraient liés a I’hypothése émise par Cesbron et al en 1986 selon laquelle les kystes
hépatiques fourniraient des antigénes de meilleure qualité antigénique. Le méme résultat est
observé par la méthode d’Ouchterlony (Fig. 4B). En effet, 3 a § arcs de précipitation sont
obtenus pour les liquides hydatiques pulmonaires et hépatiques. La différence notée au niveau
du méme type de liquide hydatique serait le résultat d’une variabilité¢ du degré de fertilité des
différents kystes. Signalons que les kystes peu ou non fertiles ne donnent aucun arc de
précipitation en IEP et en IDD. Nous avons également observé une réaction de forte identité
entre les différents liquides hydatiques testés attestant de la présence d‘au moins 5 épitopes
communs.

Les titres relatifs aux différents liquides hydatiques totaux testés en ELISA, varient en
fonction de la localisation du kyste hydatique. En effet, les valeurs les plus élevées
s’observent avec les localisations hépatiques (409600 et 25600) (Fig. 5). Ces données sont
dépendantes de la qualité antigénique en relation avec la localisation du kyste, le degré de
fertilité ainsi qu’a d’autres facteurs (taille, age, ...).

En immunoblot, ’apparition de plusieurs bandes traduit la présence d’une mosaique
antigénique (15 bandes) de PM variant entre 12 kDa et 100 kDa. Cette dernicre est
représentée notamment par les antigenes majeurs du liquide hydatique : ’antigéne 5 (de
67 kDa) et la fraction 4 (de 12 kDa). Nous avons également observé la présence de la
protéine de 50 kDa dans les différents échantillons testés. Cette derniére exprime une
immunoréactivité a I’égard des sérums de patients hydatiques. Cette observation a été
également rapportée par plusieurs auteurs (Kong et al., 1989 ; Gadea et al., 2000). Notons que
le méme profil de migration est obtenu pour les deux types de liquides hydatiques : hépatique
et pulmonaire, avec cependant des intensités de coloration légérement différentes (Fig. 6).
Cette observation atteste de la présence des mémes entités antigéniques dans les différents
échantillons de liquide hydatique a des concentrations différentes selon la fertilité¢ du kyste.
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Figure 4 : Etude de ’antigénécité des différents liquides hydatiques humains
(pulmonaires et hépatiques) par Immunoélectrophorése (A) et Immunodiffusion
double (B).

LHP : Liquide hydatique pulmonaire, LHF: Liquide hydatique du foie (ces liquides
présentent différents degrés de fertilité), S: Sérums de patients atteints d’hydatidose
confirmée par chirurgie.
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Figure S : Résultats du test ELISA portant sur 6 différents liquides hydatiques
du foie et du poumon humain. Test réalisé avec le sérum d'un patient atteint
d'hydatidose hépatique (titre=128000)
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Figure 6 : Etude de ’immuno-réactivité des liquides hydatiques pulmonaires et hépatiques
a I’égard du sérum de patients atteints d’hydatidose par Immunoblot.

LHP : Liquide hydatique pulmonaire, LHF : Liquide hydatique hépatique.
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II - PREPARATION DE DEUX FRACTIONS ANTIGENIQUES DU LIQUIDE
HYDATIQUE : L’ANTIGENE 5 (F5) ET LA PROTEINE DE 50 kDa (PS0) :

La préparation des fractions antigéniques pour I’étude des systeémes d’inductions sur culture
de PBMC est réalisée a partir d’un liquide hydatique pulmonaire. Ce dernier est prélevé chez
I’homme a partir d’un kyste fertile, ni fissuré et ni surinfecté. Il présente une concentration
protéique de 270 pg/ml. Cet échantillon a été sélectionné sur la base de sa concentration, du
volume disponible, mais essentiellement sur la base de son degré d’antigénicité. En effet, il
présente 5 arcs de précipitation et un titre de 102400. Ces résultats attestent de son haut
pouvoir antigénique.

Le profil de la filtration moléculaire sur gel Séphadex G200 de I’antigéne total en tampon
Tris-HCl 0.1M- NaCl 1M pHS, indique une séparation en 4 pics majeurs bien distincts
(Fig. 7). Ces derniers sont précédés par un premier pic de tres faible amplitude correspondant
probablement au pic d’exclusion. Chacun de ces pics correspond a une fraction protéique du
liquide hydatique dont le poids moléculaire a été évalué grace a une courbe d’étalonnage
réalisée précédemment avec des protéines marqueurs de PM. Les résultats obtenus montrent
que les pics 2 et 3 ont un PM de 67 kDa et 50 kDa respectivement.

Sur la base des travaux effectués antérieurement (Bout et al, 1974 ; Yarzarbal et al., 1977 ;
Hamrioui, 1986 ; Touil-Boukoffa, 1998 ; Touil-Boukoffa et al, 2000) qui définissent le poids
moléculaire relatif a la fraction 5 (F5) entre 60 a 68 kDa, nous pouvons considérer que le
pic 2 correspond a la fraction 5.

Nous nous sommes également intéressés dans notre étude a la purification d’une autre
fraction du liquide hydatique, douée d’une immuno-réactivité certaine envers les sérums de
patients atteints d’hydatidose. En effet, la présence et I’immunoréactivité d’une protéine
répondant a un poids moléculaire de 50 kDa a déja été établie précédemment par SDS-PAGE
et Immunoblot. Cette fraction est localisée au niveau du pic 3 du profil chromatographique.
Elle est considérée d’apres plusieurs auteurs comme étant une sous unité de I’antigéne A, au
méme titre que la Fraction 5 (F5) (Di Felice et al., 1977 ; Lightowler et al., 1989 ; Lightowler
et Gosttein, 1995 ; Poretti et al., 1999 ; Gonzalez-Sapienza et al., 2000 ; Siracusano et al.,
2002 ; Zhang et al., 2003).

Les pics 2 et 3 ainsi obtenus, sont poolés, dialysés puis concentrés. Ils sont analysés par
¢lectrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (dans les conditions non
réductrices) pour la détermination de leur PM et par immunodiffusion double,
¢léctrosynérese, ELISA et immunoblot pour la détermination de leur degré d’antigénicité.
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Figure 7 : Profil chromatographique de I'antigéne hydatique pulmonaire humain total sur Séphadex G200. Tampon
d'élution: Tris-HC1 0.1 M. NaCl 1 M. pH 8. Débit 10 ml/cm?/h.
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1 - Caractérisation biochimique des deux fractions sélectionnées :

En électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS et dans les conditions
non réductrices, la migration des deux fractions sélectionnées révele I’apparition d’une bande
proche de 66 kDa pour la F5 et une autre proche de 50 kDa pour la P50 (Fig. 8). Ce résultat
confirme le poids moléculaire estimé par 1’exclusion moléculaire. De plus, 'unicité des
bandes obtenues renseigne sur I’homogénéité des fractions.

Les deux fractions F5 et P50 sont soumises a une chromatographie d’affinité utilisant
comme ligand la Concanavaline A. Le profil chromatographique obtenu montre la présence
dans les deux cas, d’un seul pic majeur apres €lution avec le tampon PB 0,02M, NaCl 1M,
pH7,4- Saccharose 0,1M. Apres lavage, deux pics d’amplitude non significative sont obtenus
pour la F5 (Fig. 9) (Touil-Boukoffa, 1998 ; Touil-Boukoffa et al., 2000a) et un seul pour la
P50 (Fig. 10). Ces résultats démontrent d’une part, que les deux fractions ont été purifiées et
d’autre part, qu’elles sont de nature glycoproteique. Nos résultats sont conformes a la notion
selon laquelle I’antigene A, formé de deux sous-unités de 68 kDa et 50 kDa serait de nature
glycoprotéinique.

2 - Caractérisation antigénique de la F5 et de 1a P50 :

Les résultats obtenus en Immunodiffusion double contre les sérums de patients hydatiques,
montrent la présence d’un seul arc de précipitation pour chacune des deux fractions : la F5 et
la P50. Cependant, I’intensité de I’arc se révele plus importante pour la F5 (Fig.11A). Le
méme résultat est observé avec 1’éléctrosynérese (Fig. 11B). Nos résultats attestent de la
présence d’au moins un déterminant antigénique unique pour chacune des deux fractions
antigéniques.

Le titre obtenu en ELISA relative aux complexes sérums-F5 (51200) est supérieur a celui
observé pour la P50 (25600). Ces résultats confirment ceux obtenus pour les deux fractions en
immunodiffusion double et en éléctrosynérése. Toutefois, ces titres demeurent en deca de
celui enregistré pour le liquide hydatique total (204800) (Fig. 12).

Selon nos résultats, la différence notée relative a I’intensité des arcs de précipitation ainsi qu’a
la valeur des titres en anticorps, laisse suggérer une différence dans le degré du pouvoir
antigénique exprimé par les deux antigénes du liquide hydatique. En effet, la fraction 5
semble étre plus antigénique que la P50. De plus, la différence relative au degré d’antigénicité
observée entre I’antigene total et les fractions purifiées serait associée a la multiplicité des
épitopes antigéniques présents dans le liquide hydatique. Cette mosaique antigénique a été
déja mise en évidence par les techniques classiques d’immuno-précipitation, par immunoblot
et par plusieurs équipes (Capron et al., 1967, Oriol et al., 1971, Siracusano et al., 2002).

L’immunoblot a révélé ’apparition d’une seule bande de 67 kDa et de 50 kDa pour la F5 et
la P50 respectivement (Fig. 13). Ce résultat vient conforter nos observations relatives au
poids moléculaire trouvé par I’exclusion moléculaire et la SDS-PAGE. Il confirme également
I’immunoréactivité testée par les techniques classiques d’immuno-précipitation (IDD et IES)
et par ELISA.
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Figure 8 : Caractérisation protéique des deux fractions isolées par filtration moléculaire
du liquide hydatique du poumon humain par électrophorese sur gel de polyacrylamide
en présence de SDS et en milieu non dénaturant.
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Figure 9 : Profil chromatographique de la Fraction 5 sur ConA-Ultrogel.
Débit 18 ml/cm?/h. Nous retrouvons un seul pic majeur aprés élution alors
que deux pics d'amplitude non significative sont obtenus aprés lavage.
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Figure 10 : Profil chromatographique de la Fraction P50 sur ConA-Ultrogel.
Débit 18 ml/cm’/h. Nous retrouvons un seul pic majeur aprés élution et un autre
d'amplitude non significative aprés lavage. 77
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Figure 11 : Etude de I’antigénicité des deux fractions proteiques F5 et P50 par

Immunodiffusion double (A) et électrosynérése (B).

S : Sérums de patients atteints d’hydatidose confirmée par chirurgie.
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Figure 12 : Résultats du test ELISA effectué sur la P50, l1a FS et le liquide

hydatique pulmonaire total (LHPT). Test réalisé avec le sérum d'un patient

atteint d'hydatidose hépatique (titre=128000).
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Figure 13: Etude de ’'immuno-réactivité des deux fractions protéiques F5 et P50 a
I’égard du sérum de patients atteints d’hydatidose par Immunoblot.
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III - PREPARATION DE L’ANTIGENE FIGURE : LES PROTOSCOLEX :
I1I - 1 - Evaluation de la viabilité des protoscolex par :
IIT -1 a - Le Test d’exclusion de I’éosine a 1 % :

La viabilité¢ des protoscolex a été évaluée en utilisant un colorant vital : 1’éosine (1%). Ce
dernier nous a permis de distinguer les protoscolex vivants. En effet, contrairement aux PSC
morts qui incorporent 1’éosine, les PSC vivants sont imperméables au colorant (Fig. 14) et
apparaissent réfringents.

D’autres criteres dénotent de la viabilit¢ des PSC. En effet, les figures 14 A et 14B montrent
deux formes vivantes du protoscolex : invaginée et dévaginée. La premiére forme immature
(Fig. 14A) présente une double couronne de crochets internalisée et conservée, une membrane
de structure réguliére et intégre. Elle présente également une répartition homogene des
corpuscules calcaires et des granules cytoplasmiques. La forme mature du protoscolex (Fig.
14B) présente les mémes caractéristiques morphologiques avec toutefois un rostre et des
ventouses saillants.

Les formes intermédiaires entre les deux états de protoscolex (invaginée et dévaginée)
présentent une évagination des ventouses et du rostre. Etant vivant, tous les critéres de
viabilité cités précédemment sont bien évidents (Fig. 14C).

Les protoscolex morts présentent un état de dégénérescence graduelle. Ce processus débute
par une désorganisation structurale de la membrane, une extériorisation du contenu
cytoplasmique, une désorganisation de la double couronne de crochets ainsi que
I’incorporation du colorant. Ces critéres sont les mémes pour les deux formes de protoscolex
invaginée (Fig. 15A) et dévaginée (Fig. 15B). Un état de dégénérescence extréme se traduit
par la disparition des crochets, la diminution du nombre de corpuscules calcaires et une
coloration compléte du protoscolex (Fig. 15C).

En outre, nous avons également constaté que les protoscolex se trouvant a un stade primitif de
leur évolution, peuvent incorporer de I’éosine. Cet effet serait probablement lié a une
charpente membranaire partiellement définie ou incomplete (Fig. 16).

IIT -1 b - Le Test de mobilité :

La mobilité est un critére de sélectivité critique qui dénote de 1’état de wviabilité des
protoscolex. Elle se traduit par un changement de forme résultant d’un mouvement en flamme
des protoscolex. Ce dernier implique des mouvements du rostre et de la membrane appuyés
par le déplacement des ventouses (Fig. 17A). Il peut également se traduire par une
invagination ou une évagination du rostre (Fig. 17B). Cette donnée est trés utile
particulierement pour 1’évaluation de la viabilité des protoscolex mis en culture (Fig. 17C).
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C: Formes intermédiaires entre le PSC invaginé et dévaginé vivant

Figure 14 : Evaluation de la viabilité des protoscolex par test d’exclusion de I’éosine a
1% sur lame et au microscope photonique.
Caractéristiques des PSC vivants. A, B et C : G x 268.75.
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Figure 15 : Evaluation de la viabilité des protoscolex par test d’exclusion de I’éosine a
1% sur lame et au microscope photonique.
Caractéristiques des PSC morts. A, B et C : G x 268.75,
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A : Premier stade du développement : corps rond sans structure définie.
B : Deuxiéme stade du développement : apparition de la téte et d’une ébauche de crochets.
C : Troisiéme stade du développement : formation de la téte, des crochets et des ventouses.
Stade final du développement des protoscolex : D : forme invaginée attachée a la membrane
kystique, E : forme dévaginée libre.
MG : Membrane germinale des vésicules filles.

—> : Etranglement de la membrane kystique

—p : Pédicule

Figure 16 : Différents stades du développement des protoscolex
(Test de viabilité a I’éosine 1%). G x 107.5.
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Figure 17 : Evaluation de la viabilité des protoscolex par le test de mobilité au
microscope photonique sur lame (A et B) et en culture dans du RPMI-1640 2 10% de
SVF (C). A,Bet C: Gx268.75.
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I11- 2 - Caractérisation biochimique des échantillons de protoscolex (Etude comparative
avec le liquide hydatique) :

L’analyse ¢électrophorétique de I’échantillon de protoscolex dans les conditions réductrices a
révélé la présence d’une mosaique protéique. Cette derniére se matérialise par 25 bandes de
poids moléculaire variant entre 12 et 160 kDa avec une bande majeure a 67 kDa. Notons
¢galement la présence de la fraction 4 de (de 12 kDa) et la P50 (de 50 kDa) dans tous les
extraits de protoscolex (Fig. 18).

Nous avons relevé la présence d’une bande de 29 kDa. Cette dernicre serait selon certaines
études un épitope majeur de I’antigéne 5 (Gonzalez et al., 2000).

Nous avons noté avec intérét que toutes les bandes protéiques du liquide hydatique
apparaissent également dans 1’extrait de protoscolex. Cette observation atteste de la présence
de protéines communes entre les deux types d’antigénes, soluble et figuré. En effet, ces
derniers sont le produit de sécrétion et de bourgeonnement d’'une méme entité antigénique : la
membrane germinative. De plus selon Kong et al 1989, I’antigéne A (formé des sous unité de
67 et 50 kDa) est localisé¢ au niveau de la couche interne de la membrane germinative et le
parenchyme des protoscolex. L’antigéne B (formé de sous unités de 8 kDa) est également
localis¢ dans la membrane germinative et les téguments des protoscolex
(Yarzabal et al., 1977 ; Kanwar et Kanwar, 1994 ; Siracusano et al., 2002). Toutefois, il
semblerait selon le profil de migration obtenu que ’extrait de protoscolex soit plus riche en
protéines.

ITI- 3 - Caractérisation antigénique des échantillons de protoscolex (Etude comparative
avec le liquide hydatique) :

L’évaluation de [Dantigénicit¢ des  différents extraits de  protoscolex en
immunoélectrophoreése contre les sérums de sujets atteints d’hydatidose révéle la présence
de 4 arcs de précipitation (Fig. 19). L’ Immunodiffusion double indique I’existence de 4 a 3
arcs de précipitation (Fig. 20). De plus, elle met en évidence l’existence d’une réaction
d’identité partielle entre les épitopes antigéniques du liquide hydatique et des protoscolex. Ce
résultat atteste de la présence d’épitopes communs et non communs entre les deux types
d’extrait antigéniques. Il confirme les résultats obtenus par SDS-PAGE.

En immunoblot, ’apparition de plusieurs bandes traduit la présence d’une mosaique
antigénique (22 bandes) de PM variant entre 7 kDa et 100 kDa (Fig. 21). Notons également
I’apparition des antigénes majeurs du liquide hydatique : I’antigéne 5 (de 67 kDa), la fraction
4 (de 8 a 12 kDa) ainsi que I’antigéne de 50 kDa dans les différents extraits. Ces observations
viennent conforter ceux de la SDS-PAGE et des techniques d’immunoprécipitation.
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Figure 18 : Caractérisation protéique des protéines de protoscolex par électrophorése
sur gel de polyacrylamide en présence de SDS et en milieu dénaturant.
PSC : Protoscolex, LHP : Liquide hydatique pulmonaire.

Figure 19 : Comparaison de I’antigénicité des deux échantillons antigéniques : soluble

(liquide hydatique) et figuré (protoscolex) par Immunoélectrophorese.
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Figure 20 : Etude de I’identité antigénique entre le liquide hydatique et les protoscolex
par Immunodiffusion double.
LHP : Liquide hydatique pulmonaire, LHF: Liquide hydatique du foie, LHNF : Liquide
hydatique non fertile, PSC : Protoscolex d’origine humaine, S : Sérums de patients atteints
d’hydatidose confirmée par chirurgie.

Marqueurs de PM (kDa) PSC

250 —>
148 — <+ Dépot
98 —>
64 —
—>
50
36 _|,
22
—>
16 —»
6 —
4 —

Figure 21 : Etude de ’'immuno-réactivité des extraits de protoscolex a I’égard du sérum
de patients atteints d’hydatidose par Immunoblot.
PSC : Protoscolex.
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IV- DOSAGE IN VIVO DES CYTOKINES (L’IL-8 ET L’IL-12) ET DU MONOXYDE
D’AZOTE DANS LES SERUMS ET LES LIQUIDES HYDATIQUES DE PATIENTS
ATTEINTS D’HYDATIDOSE :

IV-1- DOSAGE SERIQUE DE L’IL-12, DE I’IL-8 ET DU NO :
IV-1a- Dosage cytokinique :

La sérotheque que nous avons établie est relative a des patients porteurs de kystes de
localisations diverses aux deux stades pré et post-opératoire. L’étude a été complétée par
I’évaluation des activités cytokiniques au niveau des sérums de sujets sains.

e Production de I’'IL-8 et de ’IL.-12 par les individus pathologiques et sains :

Les teneurs sériques en IL-8 et en IL-12 mesurées chez les patients dans tous les cas testés
(toutes localisations confondues) sont plus élevées en comparaison aux sujets contrdles (avec
des médianes respectivement égales a 70.19 pg/ml et 47.5 pg/ml dans les sérums des
individus pathologiques) (Tableau I et II).

e Production des deux cytokines selon la localisation kystique :

Les résultats de ce dosage révele également des teneurs significatives en IL-8 et en IL-12 en
particulier pour les patients porteurs de kystes hépato-pulmonaires, hépatiques et pulmonaires
et répondant a une évolution classique de I’hydatide. Les patients porteurs de kystes a
localisation rare ou secondaire montrent les teneurs les plus faibles.

En effet, les sérums de patients porteurs de kystes aux niveau du foie et du poumon
prédominent par leurs teneurs en IL-8 et IL-12 sériques (avec pour les sérums prélevés au
stade pré-opératoire 79.5 = 0.71 pg/ml et 52 + 2.83 pg/ml respectivement). Le taux
correspondant est 1.10 fois supérieur aux cas de localisations hépatiques pour I’IL-8 (Fig. 22).
Concernant I’'IL-12, il est de I’ordre de 1.09 fois plus ¢leve (Fig. 23).

La localisation pulmonaire vient en troisieme position avec des taux allant de 51 a 98 pg/ml et
de 23 4 43 pg/ml pour I’IL-8 et I'IL-12 respectivement.

Les teneurs en IL-8 et en IL-12 enregistrées pour les localisations rares ou secondaires sont
respectivement 6.22 fois et 1.38 fois plus faibles que celles enregistrées pour les localisations
principales comme le poumon. Toutefois, il faut signaler que ces teneurs demeurent
supérieures a celles enregistrées pour les sujets controles.
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Figure 22: Teneurs en IL-8 dans les sérums de patients hydatiques (n=64) et sains (n=10) en
fonction de la localisation kystique et du stade clinique. b: avant la chirurgie, a: aprés la chirurgie.
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Tableau I : Teneurs en IL-8 dans les sérums de patients hydatiques (n=64)
et sains (n=10).

Patients hydatiques (n=64)

Localisations des Stade Pré-opératoire Stade Post-opératoire
kystes et Catégories n=32 n=32
n Rang Moyenne £ SD | n Rang Moyenne £+ SD
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Foie + Poumon 3 79-80 79.5+0.71 3 | 134-158 146 £ 16.97
Foie 5 60-80.1 71.89 £ 12.55 5 | 100-141 121 £23.14

Poumon « kystes
sains » 10 51-98 68.5+ 13.74 10 | 68-101 82.3+12.44

Localisations rares ou

secondaires (cceur) 2 06-16 11+£7.07 2 | 25-28.5 26.75 +2.47
Kystes partiellement
calcifiés du foie 2 46-51 48.5+ 3.53 2 58-60 59 +1.41
Kystes vomiqués 8 68-92 78 +10.39 8 44-60 55.07 + 8.32
Kystes fissurés 2 88-100 94 + 8.48 2 39-59 49 + 14.14
Rang pg/ml Moyenne £ SD pg/ml
Controles 10
- 0
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e Production des deux cytokines selon le stade clinique :

Le stade clinique semble influencer de maniére concordante la production sérique d’IL-8 et
d’IL-12. En effet, les teneurs enregistrées pour les deux cytokines sont plus élevées en phase
post-opératoire pour tous les sérums de patients porteurs de kystes « sains » (ni vomiqués, ni
fissurés et ni rompus). Ce profil est invers¢ lorsque les kystes sont vomiqués ou fissurés
(Fig22 et 23).

Nous remarquons également que le taux d’IL-8 et d’IL-12 persiste pendant les 48 a 72 h apres
I’ablation kystique. Cette évolution suit celle de I’interleukine 6 dont le taux augmente apres
I’acte chirurgical et persiste a une valeur de 32-500 U/ml pendant les 72 h qui font suite a la
chirurgie (Touil-Boukoffa et al., 1997 ; Touil-Boukoffa, 1998). Cette observation a ¢été
¢galement rapportée pour I’IL-12 sérique (Mezioug, 2002).
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Figure 23 : Teneurs en IL-12 dans les sérums de patients hydatiques (n=64) et sains
(n=10) en fonction de la localisation kystique. b : avant la chirurgie, a: apres la chirurgie.
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Tableau II : Teneurs en IL-12 dans les sérums de patients hydatiques (n=64)
et sains (n=10).

Patients hydatiques (n=64)
Stade Pré-opératoire Stade Post-opératoire
Localisations des n=32 n=32
kystes et Catégories
Rang Moyenne + SD Rang | Moyenne = SD
n pg/ml pg/ml n pg/ml pg/ml
Foie + Poumon 3 50-54 52+2.83 3 124-134 129 +7.07
Foie 5 40-50 47.5+10.25 5 90-115 105.25 £ 8.54
Poumon « kystes
sains » 10 23-43 29.85+£8.21 10 27-60 42 +£11.68
Localisations rares ou
secondaires (cceur) 2 19-24 21.5+3.53 2 32-34 33+1.41
Kystes partiellement
calcifiés du foie 2 28-32 30+2.83 2 64-79 71.5+10.61
Kystes vomiqués 8 42-79 56.86 + 18.62 8 21-32 28.07 £3.9
Kystes fissurés 52-60 56 + 5.66 2 34-44 39+ 7.07
2
Rang pg/ml Moyenne £ SD pg/ml
Contréles 10
3.5-6.25 4.8+28
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IV-1b- Dosage sérique du NO :

L’¢évaluation du NO sérique a été réalisée par la mesure des nitrites totaux (nitrites+nitrates :
deux métabolites physiologiquement stables du NO). L’échantillonnage correspond a 74
sérums répartis respectivement en 64 et 10 sérums de patients hydatiques et de sujets sains.

e Production du NO au niveau des patients et des sujets sains:

Le dosage de NO a montré la présence de ce radical dans les sérums de patients atteints
d’hydatidose (toutes localisations confondues) suggérant 1’implication du NO au cours des
processus de défense contre I’hydatide. En effet, les résultats obtenus révelent que les sujets
pathologiques expriment des taux 1.91 fois plus élevés en NO (avec une médiane de
66.93 uM) en comparaison aux contrdles (avec une médiane de 35 pM). Ce résultat confirme
les résultats antérieurs (Touil-Boukoffa, 1998 ; Ait Aissa, 2002).

e Production du NO en fonction de la localisation kystique:

Nous avons observé avec intérét une différence dans les teneurs en NO mesurées dans les
sérums des patients hydatiques selon la localisation, I’état du kyste et la présence de récidive
(Fig. 24, Tableau III).

Le taux le plus ¢élevé en NO correspond a la localisation hépato-pulmonaire aux deux stades
cliniques (147.5 = 17.68 uM pour le stade pré-opératoire et 120 + 21.21 uM pour le stade
post-opératoire). La localisation hépatique vient en seconde position avec des taux allant
respectivement de 100 a 145 uM et de 75 a 99.25 uM pour les stades pré et post-opératoire.

Les taux de production de nitrites totaux chez les patients porteurs de kystes pulmonaires (qui
arrivent en troisiéme position) sont 1.75 fois plus faibles aux cas de kystes hépatiques.

Les localisations rares ou secondaires présentent des valeurs proches de celles observées pour
les patients porteurs de calcification partielle d’un kyste du foie. Par ailleurs, ces taux sont
plus ¢élevés (1.39 fois) que ceux des témoins ou des récidivants.

L’état de récidive semble conférer aux patients un profil en nitrites (39.5 £+ 8.5 uM) proche de
celui des donneurs sains (39.5 + 15.85 uM) et surtout bien en deca de celui des patients
contractant pour la premiere fois cette pathologie. Ces résultats semblent impliquer une
relation entre le statut clinique et la production de NO.

e Production du NO selon le stade clinique :

Le méme profil de production sérique d’IL-8 et d’IL-12 en fonction de la localisation kystique
est observé pour la production du NO. A I’inverse, cette derniere décline aprés exérese
kystique. En effet, les valeurs enregistrées sont 1.55 fois plus faibles au stade post-opératoire
dans tous les cas. Cependant, elles demeurent au dessus (1.54 fois plus élevées) des valeurs
enregistrées pour les sujets controles (Fig. 24, Tableau III).
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Figure 24 : Teneurs des nitrites totaux dans les sérums de patients hydatiques (n=64) et sains (n=10)
en fonction de la localisation kystique. b : pré-opératoire, a: post-opératoire
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Tableau III : Taux des nitrites totaux dans les sérums de patients hydatiques (n=64) et
sains (n=10).

Patients hydatiques (n=64)
Localisations des

kystes et Catégories Stade Pré-opératoire Stade Post-opératoire
n=32 n=32
Rang pM | Moyenne + SD Rang Moyenne + SD
n pM n pM pM
Foie + Poumon 3 135-160 147.5+17.68 3 | 105-135 120 +£21.21
Foie 8 100-145 133.75+41.15 | 8 | 75-99.25 | 80.31 +26.23
Poumon 12 78-92 76.37+14.59 | 12 35-70 53.33 +£10.46
Localisations rares ou
secondaires (cceur) 2 47.5-62.5 55+ 10.61 2 | 32.5-47.5 40 +10.61
Kystes partiellement
calcifiés du foie 2 55-60 57.5+3.53 2 50-51 50.5+0.71
Récidives 5 27.5-51 39.5+£8.5 5 12.5-32 23.5+7.66
Rang pM Moyenne = SD pM
Controles 10
25-57.5 39.5+15.85
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IV-1c- Dosage du NO sérique et immunoréactivité :

Nous avons analysé le niveau de production du NO sur une série de 36 prélévements sériques
de patients hydatiques. Ces échantillons présentent des titres allant de 160 a 128000.
L’immunoréactivité a été testée par hémaagglutination passive avec un seuil de positivité de
160.

Il est intéressant de noter que les taux en nitrites totaux dans les sérums de patients hydatiques
diminuent avec les titres en anticorps (Fig. 25, Tableau IV). En effet, pour un titre maximum
de 128000, nous retrouvons un taux de production de 167.5 + 10.61 pM. Par ailleurs, un taux
plus faible de 13.17 £ 1.61 pM est enregistré pour un titre seuil de 160. Ces résultats
confirment ceux de Ait Aissa quant a I’existence d’une relation proportionnelle entre les
teneurs significatives en NO et les titres les plus élevés (Ait Aissa, 2002).

Nous avons observé avec intérét une corrélation selon une progression logarithmique
(R’>=0.8337) entre cette production sérique de NO et I’immunoréactivité des patients
hydatiques (Fig. 26). Cette donnée suggere une sollicitation de 1’antigéne parasitaire dans la
production du NO et dans les réponses immunitaires de 1’hote. Ces résultats sont en accord
avec ceux de Touil-Boukoffa qui a montré I’existence d’une corrélation entre le taux de
nitrites  sériques et I’immunoréactivité testée par immunoélectrophorése et par
immunoblotting (Touil-Boukoffa, 1998).

L’ensemble de ces données confirme I’action non négligeable des antigénes parasitaires dans
la production de NO.
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Figure 25 : Taux des nitrites totaux dans les sérums de patients hydatiques (n=36)
en fonction de I'immunoréactivité testée par hémaagglutination passive.
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Figure 26 : Corrélation entre le taux de NO sérique et I'immunoréactivité des
patients hydatiques testée par hémaagglutination passive (n=36).
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Tableau IV : Taux des nitrites totaux dans les sérums de patients atteints d’hydatidose
(n=36) en fonction de ’immunoréactivité (testée par hémaagglutination passive).

Titre en anticorps n Rang pyM Moyenne £ SD uM

128000 2 160-175 167.5+10.61
16000 7 97.5-145 113.43 + 15.92
8000 6 60-175 111.67 + 36.73
6400 2 82.5-90 86.25+5.30
4000 3 72.5-717.5 75+£2.5
2000 6 45-72.5 57.08 = 17.99
1000 2 40-49 44.5+ 6.36
960 2 38.5-40 39.25+1.06
320 3 27.5-32.5 30£2.5
160 3 12-15 13.17 + 1.61
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IV-2- DOSAGE DES CYTOKINES (L’IL-8 ET L’IL12) ET DU NO DANS LES
LIQUIDES HYDATIQUES DE PATIENTS ATTEINTS D’HYDATIDOSE :

Compte tenu de la présence de cytokines et de NO dans les sérums de patients et de la
perméabilité des kystes hydatiques, il nous a sembl¢ intéressant de rechercher la présence de
I’IL-8, de I’'IL-12 et du NO dans les différents échantillons de liquides hydatiques.

Nous avons noté avec intérét une différence dans les teneurs de cytokines et de NO mesurées
dans les liquides hydatiques selon la localisation du kyste (Fig. 27) et la fertilit¢ en
protoscolex (Fig. 28).

e Production de I’'IL-8, de I’'IL-12 et du NO selon la localisation kystique :

Des teneurs significatives en été enregistrées en particulier, pour les patients porteurs de
kystes hépatiques et pulmonaires. Les patients porteurs de kystes a localisation rare ou
secondaire (ovaire et cuisse) montrent des teneurs plus faibles. Cette donnée suggere une
perméabilité des kystes hydatiques aux différentes protéines de 1’hote notamment aux
cytokines (IL-8 et IL-12) et aux radicaux libres (NO).

Ces résultats sont en accord avec ceux de Touil-Boukoffa en 1998 relatifs a la présence dans
les liquides hydatiques hépatiques de nitrites totaux (34.12-38.24 uM), de nitrites (30.28-34.3
uM) et d’une activité TNF-[] (32-1000 U/ml). Toutefois aucune activité¢ IL-6 et IFN n’a été
révélée. Notons cependant que les activités des différentes cytokines ont été évaluées par
bio-essais.

Le taux moyen d’IL-8, d’IL-12 et de NO enregistré dans les liquides hépatiques est nettement
supérieur en comparaison aux autres localisations (avec respectivement une médiane de
698.25 pg/ml, 87.75 pg/ml et 61.04 uM). De ce fait, il semblerait que les kystes du foie
soient plus perméables que ceux du poumon ce qui est en accord avec 1’hypothése de
Hamrioui et Vidor et a/ en 1986. Ces résultats confirment les taux trouvés dans les sérums de
patients porteurs de kystes hépatiques. En effet ces derniers, arrivent en deuxiéme position
quant a la production des trois biomolécules dans les sérums (aprés la localisation hépato-
pulmonaire) (Fig. 27 A, B et C).

Les liquides pulmonaires arrivent en deuxieéme position quant a leur contenance en cytokines
et en NO avec des médianes égales respectivement a 391 pg/ml, 75.21 pg/ml et 25.62 nM
pour I’IL-8, I'IL-12 et le NO. Ces valeurs sont 2 fois plus faibles a celles enregistrées dans les
liquides hépatiques sauf pour I’'IL-12.

Au niveau du liquide hydatique de I’ovaire, les teneurs en cytokines sont les plus faibles (122
pg/ml et 42 pg/ml pour I’'IL-8 et I’'[L-12 respectivement) (Tableau V et VI). Les mémes
observations sont enregistrées pour le taux de monoxyde d’azote trouvé au niveau d’un kyste
localisé dans le muscle de la cuisse (23.75 pM) (Tableau VII).

L’ensemble de ces résultats n’exclue pas une éventuelle source in situ de ce radical,

avoisinant le parasite, capable en théorie de diffuser de part et d’autre des membranes
biologiques.
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Figure 27 : Teneurs en IL-8 (A), en IL-12 (B) et en NO (C) dans différents liquides
hydatiques humains en fonction de la localisation kystique

(n=22 pour I’'IL-8 et I’'IL-12, n=33 pour le NO).
+++ : Tres fertile, ++ : Moyennement fertile, + : Faiblement fertile, - : Non fertile
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Tableau V : Teneurs en IL-8 dans différents liquides hydatiques humains (n=22) en
fonction de la localisation kystique et du degré de fertilité.

Localisations Degré de
des kystes n fertilité en n Rang pg/ml | Moyenne £+ SD pg/ml
hydatiques protoscolex
+++ 4 1010-1600 1443.5 + 289.15
++ 2 788-825 806.5 + 26.16
LHF 9
+ 1 - 590
- 2 125-145 135 £14.14
+++ 2 742-822 782 + 56.57
++ 3 413-507 446 + 52.89
LHP 12
+ 4 248-388 336 + 66.52
- 3 04-11 8.33 £3.78
LHO 1 ++ 1 - 122

+++ : Tres fertile.

++ : Moyennement fertile.
+ : Faiblement fertile.

- : Non fertile.
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Tableau VI : Teneurs en IL-12 dans différents liquides hydatiques humains (n=22) en

fonction de la localisation kystique et du degré de fertilité.

Localisations Degré de
des kystes n fertilité en Rang pg/ml | Moyenne £+ SD pg/ml
hydatiques protoscolex
+++ 120-148 137 £12.38
++ 95-100 97.5+3.53
LHF 9
+ - 78
- 50-60 55+7.07
+++ 99-100 99.5+0.71
++ 87-88 87.67 £ 0.58
LHP 12
+ 50-70 62.75 + 8.99
- 32-36 33.67 £2.08
LHO 1 ++ - 42

+++ : Tres fertile.
++ : Moyennement fertile.

+ : Faiblement fertile.

- : Non fertile.
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Tableau VII : Teneurs en NO dans différents liquides hydatiques humains (n=33) en

fonction de la localisation kystique et du degré de fertilité.

Localisations Degré de
des Kkystes n fertilité en Rang pM Moyenne pM + SD
hydatiques protoscolex
+++ 215-280.5 239.33 +£35.85
++ 81.25-100 95 +9.38
LHF 12
+ 22.5-32.5 27.08 £4.12
- - 15
+++ 82.5-185 122.05 £35.56
++ 30.25-51.67 38.12 £ 8.88
LHP 20
+ 11.87-15 13.12 £ 1.65
- - 0
LHC 1 ++ - 23.75

+++ : Tres fertile.
++ : Moyennement fertile.

+ : Faiblement fertile.

- : Non fertile.
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¢ Production des trois biomolécules en fonction de la fertilité des liquides
hydatiques:

Nous avons également noté une variabilit¢é dans les taux (de NO, d’IL-12 et d’IL-8)
enregistrés selon la fertilité des kystes en protoscolex. En effet, il semble exister une relation
directe entre la fertilité¢ évaluée selon la densité en protoscolex. Cette fertilité est €galement en
relation avec beaucoup d’autres facteurs tels que la taille du kyste, la concentration protéique
dans le liquide hydatique et I’immunoréactivité a 1’égard de sérums de patients hydatiques
(testée par IEP et IDD). Nous avons €tabli selon ces parameétres quatre niveaux de fertilité (du
tres fertile (+++) au non fertile (-)).

La concentration des trois biomolécules diminue proportionnellement (selon une corrélation
linéaire) avec le degré de fertilité¢ des kystes hépatiques et pulmonaires (avec des coefficients
de corrélation allant de 0.8487 a 0.9736) (Fig. 28A, B et C). En effet, les teneurs en
IL-8 passent respectivement de 1443.5 + 289.15 pg/ml a 135 +£14.14 pg/ml dans des liquides
hépatiques tres fertiles et non fertiles. Elles subissent donc une réduction de 1’ordre de 10.5
fois.

L’ensemble de ces données suggere que la diffusion des trois biomolécules a 1’intérieur des
kystes ne serait pas le fait d’une sélection aléatoire sans aucun critére de limitation. Elle serait
régie par des parameétres anatomiques et physiologiques (interaction hote -parasite) dont ceux
de la localisation et de la fertilité kystique.
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Figure 28 : Relation entre la concentration en IL-8 (A), en IL-12 (B), en NO (C) et le
degré de fertilité des différents liquides hydatiques (du foie et du poumon humain).

+++ : Tres fertile, ++ : Moyennement fertile, + : Faiblement fertile, - : Non fertile

106



Chapitre 111 Résultats et Discussion

V- ETUDE DE LA PRODUCTION IN VITRO DE L’IL-8, DE L’IL-12 ET DU NO AU
NIVEAU DES CULTURES DE PBMC INDUITES AVEC LES DEUX ANTIGENES F5
ET P50 :

L’¢étude in vitro a porté sur I’aptitude des cellules mononuclées circulantes a produire de
I’IL-8, de I’'IL-12 et du NO sous ’action de deux effecteurs antigéniques : la F5 et la P50
(a 10 ng/ml). Les PBMC ont été préparées a partir de sang de patients atteints d’hydatidose
hépatique et pulmonaire (avant et aprés extirpation chirurgicale) (n=15) et de donneurs sains
(n=7).

e Observation microscopique des cultures cellulaires :

L’observation microscopique montre une différence nette entre les cultures cellulaires
préparées a partir du sang de sujets pathologiques et sains. En effet, dans le premier groupe la
culture montre une densité et une taille cellulaire plus importante en comparaison aux cultures
témoins (controles).

Il apparait également que la densité cellulaire ainsi que le nombre de cellules en division
augmentent apres induction (de 2/3). Cet état est plus accentué dans les cultures induites par
la F5. Signalons toutefois, que la P50 induit un état prolifératif plus important en
comparaison au systeéme non induit (Fig. 29).

e Production de I’'IL-8, de I’IL-12 et du NO au niveau des patients et des sujets
sains:

Toutes les cultures réalisées avec les PBMC de patients hydatiques ont montré une production
significative d’IL-8, d’IL-12 et de NO. De plus, les teneurs de ces trois biomolécules
n’atteignent en aucun cas des valeurs substantielles au niveau des cultures de PBMC de
donneurs sains. En effet, les teneurs enregistrées en IL-8 relatives aux PBMC de patients (au
stade pré-opératoire) sont 33.14 fois supérieures a celles relatives aux contréles. Pour 1’IL-12
et le NO, elles sont respectivement de I’ordre de 4.75 fois et 2.77 fois plus ¢€levées (Tableau
VIII, IX et X).

e Production des trois biomolécules selon le stade clinique :

L’intensité de production des trois biomolécules semble également Etre associée au stade
clinique. En effet, elle est en faveur du stade post-opératoire pour la production cytokinique
(avec respectivement des moyennes de 1’ordre de 998.5 + 106.3 pg/ml et de 138.09 + 26.6
pg/ml pour ’'IL-8 et I’IL-12) (Fig 30A et B, Tableau VIII et IX).

Le taux de production de monoxyde d’azote est atténué apres exérese kystique. En effet, il
passe de 64.76 + 14.54 pM a 48.28 + 14.48 nM au stade post-opératoire (Fig. 30C,
Tableau X).

Les profils obtenus in vitro pour les trois biomolécules en fonction du stade clinique
corroborent les résultats obtenus in vivo (Fig.22-24 et Tableau I-1II).
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A : Avant incubation B : Aprés 20h d’incubation
(sans induction)

C : Apres incubation avec la F5 D : Aprés incubation avec la P50

Figure 29: Aspect morphologique sous microscope photonique des PBMC de sujets
hydatiques mises en culture en absence et en présence de 10 pg/ml de F5 ou de P50
(G x 430).
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e Effet de la F5 et de la P50 sur la production in vitro des trois biomolécules :

Les deux agents inducteurs ont un effet positif dans 1’induction des trois biomolécules.
Toutefois cette production est enregistrée, a des taux différents selon la nature de 1’antigéne
inducteur.

L’antigéne 5 est un meilleur agent inducteur pour les cytokines et le NO (Fig. 31). En effet, il
engendre des concentrations substantielles des trois médiateurs (avec des taux allant de 1140
pg/ml a 1321 pg/ml pour I’IL-8, de 170.28 pg/ml a 285.71 pg/ml pour I’IL-12 et de 80 pM a
135 uM pour le NO).

Bien que I’antigéne 5 induise les taux de production les plus ¢€levés, nous avons noté avec
intérét les teneurs particuliérement importantes en cytokines et en NO induites par la P50
(Fig.31). En effet ces valeurs demeurent largement supérieures a celles enregistrées pour les
systemes non induits (Fig. 30). La moyenne des valeurs enregistrées aprés stimulation par
cette fraction est respectivement de 1’ordre de 1054.25 + 251.48 pg/ml, de 137.62 + 33.34
pg/ml et de 91.9 + 12.92 pM pour I’'IL-8, ’'IL-12 et le NO. Ces valeurs sont respectivement
1.18 fois, 1.55 fois et 1.26 fois inférieures a celles mesurées dans les surnageants de cultures
de PBMC stimulées par la F5. De méme, elles sont 1.52 fois, 1.71 fois et 1.41 fois supérieures
a celles enregistrées pour les cultures non induites (Tableau VIII-X).

Signalons toutefois, que les mémes observations sont rapportées pour les surnageants
correspondants au stade post-opératoire et aux tests « controles ».
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Figure 30 : Teneurs en IL-8 (A), en IL-12 (B) et en NO (C) dans les
surnageants de culture des PBMC de patients hydatiques et de sujets
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Figure 31 : Rapport F5/PS0 et teneurs en IL-8 (A), en IL-12 (B) et
en NO (C) dans les surnageants de culture de PBMC de sujets

hydatiques avant et aprés exérese kystique.
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VI- ETUDE DE L’EFFET DE L’IFN-y (10 et 100 UI/ml) SUR LA PRODUCTION IN
VITRO DE L’IL-8, DE L’IL-12 ET DU NO AU NIVEAU DES CULTURES DE PBMC
INDUITES AVEC LES 2 ANTIGENES F5 ET P50 :

Compte tenu du role que joue I’'IFN-y dans I’induction de la production d’IL-8 (Matsushima
et al., 1988), d’IL-12 (Trinchieri, 1995) et de NO (Drapier et al., 1988b) et des titres
relativement ¢€levés en IFN-y enregistrés au niveau des sérums et des surnageants de culture
de PBMC de sujets hydatiques (Touil-Boukoffa et al., 1998 ; Mezioug, 2002 ; Ait Aissa,
2002), il nous a semblé intéressant d’étudier I’effet de I’IFN-y sur la production des trois
biomolécules. Cette étude a été complétée par ’utilisation simultanée des antigeénes solubles
de I’hydatide (F5 et P50) et de I'IFN-y afin d’évaluer une éventuelle relation entre les deux
systémes inducteurs (antigénique et cytokinique).

o Effet de PIFN- y sur la production in vitro des trois biomolécules :

Comme pour tous les systémes d’induction précédemment établis, les teneurs mesurées pour
les trois biomolécules sont plus élevées au niveau des surnageants de culture de PBMC de
sujets pathologiques (Tableau VIII-X). Il apparait également que le stade clinique influence
toujours la production des deux cytokines (Fig. 32A-B et 33A-B) et du NO (Fig. 32 et 33C).

Par ailleurs, il semble que la production des trois biomolécules suit une progression linéaire
apres induction par des concentrations croissantes d’IFN-y (0- 10 et 100 UI/ml) (avec des
coefficients de corrélation allant de 0.9704 a 0.9996) (Fig. 33). En effet, les valeurs
enregistrées pour I’'IL-8 augmentent respectivement de 1.48 fois et de 2.39 fois apres
induction par 10 UI/ml et 100 UI/ml d’IFN-y. La méme hausse est observée avec les deux
autres biomolécules (avec respectivement des rapports de 1.47 et 1.75 pour I’'IL-12 et de 1.88
et 2.82 pour le NO).

o Effet de P’adjonction simultanée d’un effecteur cytokinique (I’IFN-y) et
antigénique (F5/P50) sur la production in vitro des trois biomolécules :

L’induction simultanée des PBMC par I’IFN-y et la F5 ou la P50 augmente dans tous les cas
la production des trois biomolécules initialement induites par 1’effecteur cytokinique ou
antigénique seul (Fig. 34-36). Pour la production d’IL-8, cette hausse est de 1’ordre de 1.08
fois en moyenne apres induction par les deux effecteurs (F5 et IFN-y a 100 Ul/ml) en
comparaison des cultures induites par la F5 seule (Tableau VIII).

Nous avons noté¢ avec intérét les mémes hausses pour la production d’IL-12 et de NO
(Tableau IX, X et XI).

Par ailleurs, il faut signaler que ces observations ont été rapportées également pour les
inductions réalisées avec la P50 et ’IFN-y a 10 UI/ml (seul ou en combinaison avec la F5 ou
la P50). Elles sont percues aussi bien au niveau des deux stades cliniques que des controles.
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Figure 32 : Teneurs en IL-8 (A), en IL-12 (B) et en NO (C) dans les surnageants de
culture de PBMC (de sujets hydatiques et sains) induites avec I'IFN-y
(10 Ul/ml et 100 UI/ml)
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Figure 34 : Teneurs en IL-8 dans les surnageants de culture de PBMC (de patients
hydatiques et sains) induites par la FS et la P50 et/ou I'IFN-y a 10 UI/ml (A)
et a 100 Ul/ml (B).
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Tableau VIII : Production de I’ILL-8 au niveau des PBMC de sujets sains et hydatiques
stimulées par la FS et 1a P50 (10 pg/ml) et/ou PIFN-y (10 UI/ml et 100 Ul/ml).

Patients atteints d’hydatidose

Donneurs sains

Stade Pré-opératoire Stade Post-opératoire n=7
n=15 n=15
Rang Moyenne Rang Moyenne Rang Moyenne +
pg/ml = SD pg/ml pg/ml = SD pg/ml pg/ml SD pg/ml
Stimulation
- 517-754 689.23 + 167.56 860.5- 998.5 +106.3 10.5- 20.8 £ 9.46
1010.5 35.75
+10 Ul/ml
d’IFN-y 850-1345 1024 + 320.85 1300- 1348 + 70.71 20.5- 3949+ 11.31
1400.25 50.5
+ 100 Ul/ml
d’IFN-y 1414.75- 1649 + 264.28 1754-1938 | 1888 + 146.42 |50.5-101 | 64.1+21.74
1789
+ F5 1140-1321 1248 + 12796 | 1585-1705 | 1628 + 84.85 55-98 | 77.05+17.04
+ F5
+10 Ul/ml | 1487-1987 | 1756.25 + 354.44 1989- 1982.25 + 13.89 101- 155.08 £63.97
d’IFN-y 2010.5 261.66
+ F5
+100UI/ml | 2149.25- | 2246.75+ 137.88 | 2511.75- | 2547.12 +46.84 | 141.75- | 235.48 £21.74
d’IFN-y 2344.25 2580 324.25
+ P50 854-1200 | 1054.25 +£251.48 1287- 1325 + 88.39 30-69 54.1 + 14.48
1405.75
+ P50
+10 Ul/ml | 1224-1824 | 1556.23 £462.27 | 1723-1800 | 1782.25 +38.89 | 49.25- | 91.64 +=44.79
d’IFN-y 164.25
+ P50
+100UI/ml 1723- 1984.77 + 370.2 2300.5- 2347.75 £66.82 | 66.75- | 138.98 + 50.4
d’IFN-y 2246.55 2395 186.66
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Figure 35 : Teneurs en IL-12 dans les surnageants de culture de PBMC (de patients
hydatiques et sains) induites par la FS et la P50 et/ou I'IFN-y a 10 UI/ml (A)

et 2 100 UI/ml (B).
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Tableau IX : Production de I’IL-12 au niveau des PBMC de sujets sains et hydatiques
stimulées par la FS et 1a pS0 (10 pg/ml) et/ou PIFN-y (10 UI/ml et 100 UI/ml).

Patients atteints d’hydatidose

Donneurs sains

Stade Pré-opératoire Stade Post-opératoire n=7
n=15 n=15
Moyenne Moyenne Rang Moyenne +
Stimulati Rang pg/ml = SD pg/ml Rang pg/ml = SD pg/ml pg/ml SD pg/ml
71.43- 114.28-
- 100.28 80.25+11.71 171.43 138.09 £26.6 | 12.5-20 | 16.9+3.09
+++++ 10 128.57-
Ul/ml 114.28-140 118.57+10.5 142.86 198.33+7.38 25-40 32.1+5.57
d’IFN-y
+ 100 Ul/ml 142.86-
d’IFN-y 128.57-180 | 141.04+20.85 357.14 250+99.28 49-52 50.6 = 1.14
+ F5 170.28- 213.16 +47.02 | 235-314.28 | 300.25+32.36 37.5-61 | 53.5+9.96
285.71
+ F5
+10 Ul/ml 242.86- 300.25+7.37 271.43- 400.86+71.14 50-75 64.4+:9.91
d’IFN-y 257.14 428.57
+ F5
+100UI/ml | 400-514.28 | 447.62+ 63.67 420.12- 512.49 +45.5 | 76-87.5 | 81.1+1.14
d’IFN-y 528.57
85.71- 225.57-
+ P50 185.71 137.62 +33.34 271.43 241.85 £22.94 25-44 42.8+9.96
+ P50
+10 U/'ml | 157.14-200 | 210.56+22.13 | 200-285.71 340.45+34.99 37.5-60 | 53.7+9.39
d’IFN-y
+ P50 357.14-
+100UI/ml 457.14 300.98+ 38.06 | 442.86-460 446.43+7.43 60-75 67.1+5.94
d’IFN-y
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Figure 36 : Teneurs en NO dans les surnageants de culture de PBMC (de patients
hydatiques et sains) induites par la F5 et la P50 et/ou I'IFN-y a 10 Ul/ml (A)
et a 100 Ul/ml (B).
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Tableau X : Production de NO au niveau des PBMC de sujets sains et hydatiques

stimulées par la FS et 1a P50 (10 pg/ml) et/ou PIFN-y (10 UI/ml et 100 Ul/ml).

Patients atteints d’hydatidose

Donneurs sains

Stade Pré-opératoire Stade Post-opératoire n=7
n=15 n=15
Rang pM Moyenne Rang pM Moyenne Rang Moyenne +
= SD nM = SD nM pM SD pM
Stimulation
- 50-85 64.76 + 14.54 30-70 48.28 + 14.48 15-30 | 23.33+£6.56
+10 Ul/ml
d’IFN-y 90-140 121.86 £22.23 55-95 75 +£18.03 30-40 38 +4.47
+ 100 Ul/ml
d’IFN-y 150-250 182.86 + 34.5 80-170 121.14 £35.74 | 50-51 50.8 +0.45
+ F5 80-135 115.47 + 18.38 70-105 88.57+11.44 | 49-67 57.4+7.7
+ F5
+10 Ul/ml | 200-235 221.43 +12.82 95-205 162.14 +48.81 | 54-75 65.2 + 8.53
d’IFN-y
+ F5
+100UI/ml | 250-310 268.57 + 25.45 140-250 193.86 +41.52 | 60-82 75.6 + 8.99
d’IFN-y
+ P50 65-100 91.9+12.92 60-88 72 £9.68 40-60 49 + 8.94
+ P50
+10 Ul/ml | 140-205 186.43 + 25.77 90-185 130.71+ 49.28 | 49-70 58 +7.84
d’IFN-y
+ P50
+100UI/ml | 200-270 228.57+26.41 105-215 152.14+42.51 | 55-75 66.8 +9.01
d’IFN-y
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Tableau XI: Effet additif de ’'IFN-y (100 UI/ml) sur la production de I’IL-8, de I’'IL-12 et du NO
induite par I’effecteur antigénique seul (F5 ou P50).

Patients atteints d’hydatidose

Donneurs sains

Stade Pré-opératoire Stade Post-opératoire n=7
n=15 n=15
IL-8 IL-12 NO IL-8 IL-12 NO IL-8 | IL-12 NO
pg/ml pg/ml pM pg/ml pg/ml pM | pg/ml | pg/ml pM
Stimulation
+100 UI/ml | 1649 141.04 | 182.86 1888 250 121.14 | 64.1 50.6 50.8
d’IFN-y | +264.28 | £20.85 | +£34.5 |+£146.42 | +£99.28 | £35.74 | £21.74 | £1.14 | £0.45
+ F5S 1248 213.16 | 11547 1628 300.25 | 88.57 | 77.05 | 53.5 57.4
+ 12796 | £47.02 | £18.38 | £84.85 | £32.36 | £11.44 | £17.04 | £9.96 | +7.7
+ F5
+100UL/ml | 2246.75 | 447.62 | 268.57 | 2547.12 | 512.49 | 193.86 | 23548 | 81.1 75.6
d’IFN-y | +137.88 | £63.67 | £2545 | +46.84 | +455 | +41.52 | £21.74 | £1.14 | £8.99
+ P50 1054.25 | 137.62 91.9 1325 241.85 72 54.1 42.8 49
+25148 | £33.34 | £12.92 | £88.39 | £22.94 | £9.68 | £14.48 | £9.96 | +£8.94
+ P50
+100U/ml | 1984.77 | 300.98 | 228.57 | 2347.75 | 446.43 | 152.14 | 138.98 | 67.1 66.8
d’IFN-y +3702 | £38.06 | £+26.41 | £+66.82 | +7.43 | +42.51 | £50.04 | £5.94 | £9.01
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VII- ETUDE DE L’EFFET DU LIQUIDE HYDATIQUE ET DES PROTOSCOLEX
SUR LA PRODUCTION IN VITRO DE NO. IMPACT SUR LA VIABILITE DES
CELLULES ET DES PROTOSCOLEX :

Dans ce volet de notre travail, I’étude a porté essentiellement sur I’effet de I’antigéne total
soluble (liquide hydatique) et figuré (protoscolex) sur la production du NO par les PBMC de
sujets hydatiques et sains.

VII-1 — Effet de concentrations croissantes de liquide hydatique sur la production de
NO. Impact sur la viabilité des cellules :

La figure 37 montre le résultat du dosage du NO produit par les PBMC stimulées avec des
concentrations croissantes (0 a 50 pg/ml) de liquide hydatique.

Ces résultats révelent le méme profil de production des nitrites totaux pour les sujets malades
en phase pré et post-opératoire et les donneurs sains. Ainsi, le maximum de production en NO
est atteint pour une concentration de LH égale a 10png/ml. Au dela de cette concentration, une
diminution progressive est signalée (avec une moyenne respectivement de 205 + 64.16 pM et
de 121.25 £+ 35.68 uM pour le stade pré et post-opératoire) (Fig. 37, Tableau XII).

Par ailleurs, les taux enregistrés dans le cas des sujets malades (avant et apres la chirurgie)
sont plus élevés en comparaison aux contrdles (pour le stade pré-opératoire ils sont 3.52 fois
plus élevés). De plus, il semblerait que le stade pré-opératoire soit en faveur de la production
du NO (avec des taux qui sont 1.2 fois plus élevés avant I’exérese kystique). Ces données sont
toujours en faveur des résultats relatifs a la production du NO ir vitro (au niveau des cultures
de PBMC) et in vivo (au niveau sérique).

Afin d’estimer l’effet de I’addition du liquide hydatique sur la viabilité¢ des cellules
mononuclées et d’apporter une interprétation du profil de production de NO obtenu, nous
avions pris soin d’évaluer le taux de viabilit¢é des PBMC pour chaque culture cellulaire. Le
profil représenté au niveau de la figure 38 montre une augmentation rapide du nombre de
cellules vivantes pour des concentrations en LH allant de 0 a 10 pg/ml. Au dela de cette
concentration, la densité cellulaire augmente légérement entre chaque dose de LH pour étre
presque constante aux concentrations les plus élevées (50 pg/ml).
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Figure 37 : Taux des nitrites totaux dans les surnageants de culture de PBMC induites
par des concentrations croissantes de liquide hydatique du poumon humain.
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Figure 38 : Evolution de la concentration cellulaire (PBMC) sous 1'action de
concentrations croissantes de liquide hydatique du poumon humain.
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Tableau XII : Production du NO au niveau des PBMC de sujets hydatiques et sains
induites par des concentrations croissantes de liquide hydatique du poumon humain.

Patients atteints d’Hydatidose
Donneurs sains
Stade Pré-opératoire Stade Post-opératoire n=5
n=10 n=10
Rang pyM Moyenne pM Rang Moyenne pM | Rang pM | Moyenne pM
[LHP] + SD pM + SD + SD
pg/ml
0 50-69 61 8.2 40-60 50.62 + 9.65 14-21 17.33 £2.52
5 120-150 130 + 13.54 55-95 76.25+17.5 40-55 50 + 8.66
10 140-280 205+ 64.16 85-170 | 121.25 +35.68 65 65+ 0
15 130-264 186 = 59.75 55-120 90 +26.77 30-45 36.67 + 7.64
20 125-215 | 161.25 +£39.45 50-110 80 +24.49 10-17.5 14.17 £ 3.82
30 60-90 70 £ 14.14 35-40 43.75+7.5 05-08 6.83 +1.61
40 36-50 41.5+5.97 25-27.5 2637+ 1.11 0 0
50 20-28 2475+34 15-17 15.75 + 0.96 0 0
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VII-2 — Effet de concentrations croissantes de protoscolex sur la production de NO.
Impact sur la viabilité des PSC :

La mise en culture des PBMC de sujets sains et malades, en présence de concentrations
croissantes de protoscolex (100, 200, 400 et 800 PSC/ml), révele une augmentation dose
dépendante pour la production des nitrites totaux (Fig. 39 et 40, Tableau XIII). En effet, il
semble exister une relation entre le taux de NO produit et la concentration initiale en PSC.
Cette corrélation suit une progression linéaire (avec des coéfficients de corrélation allant de
0.9096 a 0.9745) (Fig. 40).

Par ailleurs, la figure 41 montre que le pourcentage de viabilit¢ des PSC diminue
progressivement pour des concentrations en NO allant de 93.75 £ 9.46 pM a 210 + 35.59 uM
(pour le stade pré-opératoire). Ces taux correspondent a un nombre de PSC entre 100 et 400
PSC/ml. Au dela de ces concentrations, le pourcentage de viabilité augmente sensiblement.
Ce dernier demeure toutefois inférieur a la viabilité initiale (90%).

De plus, nous avons noté avec intérét 1’existence d’une relation inversement proportionnelle
entre les taux de production de NO et la viabilité¢ des protoscolex. En effet, la figure 42
montre que la diminution de la concentration du NO est accompagnée d’une augmentation
concomitante de la viabilité des PSC.

I1 semble également que le niveau de production de NO soit associ¢ a la pathologie et au stade
clinique (Fig. 39 et 40).
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Figure 39 : Taux des nitrites totaux dans les surnageants de cultures de PBMC en
présence de concentrations croissantes de protoscolex.
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Figure 40 : Relation entre I’induction de la production de NO et la concentration initiale
de protoscolex (PSC).
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Figure 41 : Taux de viabilité (%) des protoscolex dans les cocultures de PBMC en
fonction de la concentration initiale en PSC. Le pourcentage de viabilité initiale des

PSC est de 90 %.
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Figure 42 : Corrélation entre la production de NO et le pourcentage de viabilité des protoscolex
mis en coculture avec les PBMC. Le pourcentage de viabilité initial des PSC est de 90 %.
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Tableau XIII : Production du NO au niveau des PBMC de sujets hydatiques et sains en
présence de concentrations croissantes de protoscolex.

Patients atteints d’Hydatidose

Donneurs sains

Stade Pré-opératoire Stade Post-opératoire n=5
n=10 n=10
Rang pM Moyenne pM Rang pM | Moyenne pM Rang | Moyenne pM

[PSC] +SD +=SD pM = SD

PSC/ml
0 50-69 61 £8.2 40-60 50.62 + 9.65 14-21 17.33 £2.52

+100
PSC/ml 80-100 93.75 £9.46 50-77.5 59.37 £ 12.97 18-22.5 | 20.25+0.57

+200
PSC/ml 100-150 131.25£23.93 70-125 98.75 + 25.62 25-30 25+1.24

+ 400 180-260 210 +35.59 140-150 143.75£4.79 | 35-44.5 40 +1.35
PSC/ml

+ 800 225-310 261.25+40.9 160-200 170 + 20 50-55 55+0.24
PSC/ml

128




Chapitre 111 Résultats et Discussion

VIII- ETUDE DE L’EFFET DE L’IFN-y SUR LE VIABILITE DES PROTOSCOLEX
MIS EN COCULTURE AVEC LES PBMC DE SUJETS HYDATIQUES. ROLE
POTENTIEL DU NO :

Les travaux antérieurs ayant révélé 1I’implication de 1’interféron-y dans la réponse immunitaire
anti-hydatique (Touil-Boukoffa, 1998, Touil-Boukoffa et al., 2000a), nous ont incité¢ a
rechercher 1’effet de ’IFN- y sur la viabilité des protoscolex mis en coculture avec des PBMC
et a quantifier 'un des produits de son induction : le monoxyde d’azote.

Aprés addition de ’IFN-y, nous avons noté avec intérét I’augmentation (de 131.25 + 23.93
uM a 256.25 + 37.47 uM pour le stade pré-opératoire) de la production du NO initialement
induite par Deffecteur antigénique (protoscolex) seul (Fig.43, Tableau XIV). Cette
observation est accompagnée d’une diminution concomitante de la viabilité des protoscolex
(de 12.5 % a 5.66 % pour le méme stade) (Fig. 44).

La relation précédemment observée entre 1’augmentation du taux de production de NO et la
diminution de la viabilité des protoscolex (Fig. 42) est vérifiée. En effet, la figure 44 révele
I’existence d’une relation inversement proportionnelle entre les taux de production de NO et
la viabilité des protoscolex.

L’effet de 1’adjonction de I’'IFN-y, a une coculture de PSC et de PBMC montre une action
scolicide engendrant I’augmentation du nombre de protoscolex en état de souffrance (1/10)
(Fig. 45B et 46A) et de dégénérescence (9/10) (Fig. 46B et C). L état de souffrance se traduit
par une turgescence, un flétrissement et une mobilité réduite ou nulle. La dégénérescence fait
suite a la désorganisation de la membrane et de la double couronne de crochets et a
I’extériorisation du contenu cytoplasmique. Toutefois, il est a signaler que bien que tous les
constituants du PSC soient réduits a de simples débris, les crochets restent intacts dans le
milieu de culture.
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Figure 43 : Taux des nitrites totaux dans les surnageants de culture de PBMC
en présence d'IFN-y (100 Ul/ml) et/ou de PSC (200 PSC/ml).
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Figure 44 : Corrélation entre la production de NO et le pourcentage de viabilité des
protoscolex mis en coculture avec des PBMC en absence et en présence d'IFN-y (a 100 UI/ml).
Le pourcentage de viabilité initial des PSC est de 90 % ([PSC]=200 PSC/ml).
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Tableau XIV : Production du NO au niveau des PBMC en présence d’IFN-y (100 UI/ml)
et/ou de protoscolex (200 PSC/ml).

Patients atteints d’Hydatidose

Donneurs sains

Stade Pré-opératoire Stade Post-opératoire n=5
n=10 n=10
Rang Moyenne pM Rang Moyenne pM Rang | Moyenne pM
Stimulati pM +=SD pM +SD M +SD
- 50-69 61+8.2 40-60 50.62 + 9.65 14-21 17.33 £2.52

+IFN-y 125-210 | 174.37+36.76 95-145 122.5+26.3 40-58 48 +0.54

+PSC 100-150 | 131.25+23.93 70-125 98.75 + 25.62 25-30 25+1.24

+PSC
+IFN-y 195-295 | 256.25+37.47 125-190 | 155.62 +32.94 36-39 37+0.23
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A : Avant incubation

Turgescence

B : Aprés 20h d’incubation a 37°C et 5% de CO,

Figure 45 : Etat des PSC mis en coculture avec des PBMC dans du RPMI 1640 a 10 %
de SVF avant et aprés 20h incubation. G x 268.75.

— » : Mobilité
VF : Vésicule fille
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Figure 46 : Etat de souffrance et de dégénérescence des PSC mis en coculture avec des
PBMC. A : G x 268.75, B et C : G x 430.
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IX- ETUDE DE L’EFFET DU NO SUR L’HYDATIDE ET LE TISSU PULMONAIRE
BOVIN:

IX-1- Etude de ’effet de concentrations croissantes de NaNQO, sur I’hydatide :

Nous avons souhaité étudier 1’effet des nitrites sur la viabilité¢ de la forme larvaire du parasite
et plus particulierement sur la membrane kystique.

o Effet des nitrites sur la morphologie des kystes hydatiques :

La figure 47 montre I’effet des nitrites de sodium sur la membrane des kystes hydatiques. Cet
effet se traduit par des modifications morphologiques des membranes germinatives (MG) et
lamellaires (ML).

En absence de NaNO;, les kystes demeurent intacts pendant une durée de 3 jours. Au bout de
cette période, les kystes dégénéerent graduellement.

L’intégrité des kystes se traduit par 1’instauration d’une pression au niveau du kyste et une
liaison étroite entre la membrane germinative et lamellaire. De plus, ces deux membranes
présentent un aspect homogene et intact (Fig. 47A).

L’état de dégénérescence débute par un noircissement graduel de la MG (Fig. 47B-C) suivi
par la perte de la pression exercée par le liquide hydatique sur la membrane du kyste
(Fig. 47D-E). Ces remaniements sont suivis par une dislocation de la ML (Fig. 47F) qui reste
toutefois intacte dans le milieu sous forme de trois a quatre couches liées (Fig. 47F’). Enfin,
la MG se dégrade et se détache de plus en plus de la ML (Fig. 47G-J).

Ces observations morphologiques ont été effectuées pour les différentes concentrations de
NaNO; (de 1-5-10-20-30-40-50-100-200-300-400-500 unM) et a différents temps
d’incubation. Les résultats montrent que plus le temps d’incubation augmente plus 1’état de
dégénérescence est important. De plus, cet effet commence avec les kystes les plus petits et
les concentrations les plus ¢levées en NaNO; .

134



Chapitre 111 Résultats et Discussion

ML

MG

- A-—
Témoin sans nitrites de sodium. La structure est conservée avec :
Une MG et une ML étroitement liées et de structure homogene.
Le liquide hydatique est sous pression.

-B- -C-
La membrane proligere se noircit de plus en plus

Le kyste n’est plus sous pression
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-F- -F’-
Décollement des couches lamellaires

dec

-1- -J-
Décollement (dec) et dégradation (deg) de la membrane proligére

Figure 47: Observation microscopique de I’effet du NaNO;" sur la viabilité des kystes
hydatiques mis en survie dans du RPMI-1640 4 10 % de SVF.
A:Gx107.5,B-EetG-J: Gx53.75, F : G x 268.75.

MG : membrane germinative (ou proligere), ML : membrane lamellaire (ou stratifiée).
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e Effet des nitrites sur le liquide hydatique contenu dans les kystes :

Il apparait également une diffusion intrakystique des nitrites exogeénes engendrant une
augmentation de la concentration en nitrites a I’intérieur du kyste, dans le liquide hydatique
(Fig. 48-49).

Nous avons noté avec intérét qu’il existait une relation étroite entre la concentration en
NaNO, dans le milieu d’incubation et le taux de nitrites dans les liquides hydatiques
(Fig. 48A). Cette relation suit une progression linéaire (avec un coefficient de corrélation de
0.9144) (Fig. 48B).

En effet, les kystes mis en incubation en absence de nitrites de Na ne présentent pas de nitrites
au sein de leur liquide hydatique. Pour des concentrations de 1 et 5 pM de NaNO;', les
teneurs en nitrites intrakystiques sont Iégérement plus €élevées. Au dela de 10 pM de NaNO;,
elles augmentent pour atteindre des valeurs maximales et presque constantes pour les
concentrations les plus €élevées en NaNO; (20- 30 et 40 uM) (Fig. 48A).

Pour les kystes de taille réduite, une estimation qualitative (intensité de la coloration) des

teneurs en nitrites intrakystiques a été réalisée (Fig. 49). Les résultats observés corroborent a
ceux observés et représentés au niveau de la figure 48.
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Figure 48: (A) : Teneurs en nitrites dans les kystes hydatiques (de 5 mm) mis en survie en
présence de concentrations croissantes de nitrites de sodium apres 20 h d’incubation. (B) :
Corrélation entre ces deux paramétres.

*

[NANO;] 0 1 5 10 20 30 pM

Figure 49: Evaluation qualitative (intensité de la coloration) des teneurs en nitrites
dans les kystes hydatiques (2 mm) mis en survie en présence de concentrations
croissantes de nitrites de sodium aprés 20 h d’incubation.
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IX-2 — Etude de I’effet de concentrations croissantes de NaNQO; sur le tissu pulmonaire
bovin (étude histologique) :

Afin d’estimer le degré de cytotoxicité du NO sur les tissus de I’hote, une étude histologique a
¢été réalisée sur des biopsies de tissus pulmonaires (de bovins sains) mis en incubation en
présence de concentrations croissantes de nitrites de sodium (allant de 0 & 400uM).

Il apparait une haute conservation de I’architecture du parenchyme pulmonaire (intégrité des
cloisons inter-alvéolaires) pour une concentration en nitrites égale a S0 uM (Fig. 50).

L’atteinte tissulaire est observée a partir de 100 pM. Elle se traduit par un épaississement de
la paroi inter- alvéolaire qui a pour conséquence un rétrécissement des sacs alvéolaires. Cet
effet serait probablement engendré par l’augmentation de la taille et du nombre de
pneumocytes.

Selon nos observations, la concentration de 200 pM constitue la valeur seuil pour la

destruction tissulaire. Cette derniére se manifeste par une fragmentation des cloisons et une
individualisation cellulaire (Fig. 50).
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A : Témoin
Poumon sain

C : 100 uM de NaNO,
Début de I’épaississement des cla

E : 300 uM de NaNO,

F .o -,a- e
B : 50 uM de NaNO;
Structure conservée

Ta'y

D : 200uM de NaNO;’
Début de la destruction tissulaire

F : 400 uM de NaNO,

Destruction tissulaire plus importante

Figure 50 : Observation microscopique des coupes histologiques effectuées sur des tissus
pulmonaires de bovins sains mis en survie en présence de concentrations croissantes de
NaNQ; . Coupe transversale et coloration a I’Hématoxiline-Eosine. G x 430.
sa :sac alvéolaire, alv : alvéole, p :pneumocyte, cla : cloison interalvéolaire, clep : cloison

interalvéolaire épaissie, alvr : alvéole rétricie, dt : destruction tissulaire.
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DISCUSSION GENERALE

» Production d’IL-8, d’IL-12 et de NO in vivo :

Les teneurs relativement élevées en IL-8, en IL-12 et en NO enregistrées au niveau des
sérums de sujets hydatiques soulignent I’implication de ces trois biomolécules dans les
réponses immuno-inflammatoires traduisant la défense anti-hydatique de I’hote.

La production de I’IL-8, une chémokine a caractére pro-inflammatoire a été¢ pour la premicre
fois estimée au niveau des sérums de sujets atteints d’hydatidose essentiellement hépatique et
pulmonaire. Cette production a été¢ également relevée dans le cadre d’autres pathologies a
caractére inflammatoire telles que la pneumonie ou le syndrome de stress respiratoire
(Chollet et al., 1993 ; Andrew et Luster, 1998).

Nos résultats relatifs a la production du NO et de I’'IL-12 concordent avec ceux obtenus par
Touil-Boukoffa et ses collaborateurs (Touil-Boukoffa et al., 1997, Touil-Boukoffa, 1998 ;
Ait Aissa, 2002 ; Mezioug et al., 2004).

Dans ce conteste, la production du NO a été¢ également rapportée chez ’homme dans le cadre
d’autres parasitoses a multiplication intra-cellulaire occasionnées par Plasmodium falciparum
(Anstey et al., 1996 ; Perkins et al., 1999 ; Chiwakata et al., 2000 ; Craig et al., 2003),
Leishmania major (Piedrafita et Liew, 2003 ; Serarslan et al., 2005), Leishmania donovani
(James, 1995) et Trypanosoma cruzi (Fuentes et al., 1998). De plus, I’activité NOS2 a été
mise en évidence dans le sérum de patients infectés par des parasites a multiplication
extracellulaire tels que Brugia malayi (Winkler et al., 1998).

La production d’IL-12 a également été¢ mise en évidence dans d’autres infections parasitaires
de ’homme telles que les leishmanioses (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998), les schistosomioses
(Mountford et al., 1998) et le paludisme (Chaisavaneeyakorn et al., 2003).

Toutefois, les titres relativement élevés obtenus dans le cadre de notre modéle d’étude en
comparaison aux autres parasitoses, seraient le fait du caractére extracellulaire
d’Echinococcus granulosus. Ce développement implique probablement I’intervention d’autres
sources cellulaires supplémentaires localisées dans les tissus avoisinants le kyste hydatique.
Dans ce contexte, il a déja été révélé par Ait-Aissa en 2002 la présence de la NOS2 dans le
cytoplasme des hépatocytes au cours de 1’hydatidose.

L’étude comparative de la production sérique des trois biomolécules en fonction de la
localisation kystique, indique que les titres les plus élevés correspondent a la localisation
hépato-pulmonaire. Ces teneurs élevées seraient probablement associées a la présence de deux
kystes au niveau de deux organes dont la fonction est stratégique sur le plan de la physiologie
et des réponses immuno-inflammatoires.

La localisation hépatique vient en deuxiéme position quant a la production des cytokines et du
NO. En effet, le foie reste un site privilégié pour les processus inflammatoires et par
conséquent impliquerait une sollicitation antigénique plus importante et une réponse
immunitaire accrue chez les patients porteurs de kystes au niveau du foie.
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Cette production est plus faible chez les patients atteints d’hydatidose pulmonaire. Signalons
toutefois que ces valeurs restent largement supérieures par comparaison aux autres
localisations et aux controles. Cette différence peut étre attribuée a plusieurs facteurs. En
effet, les kystes pulmonaires sont détectés plus précocement. Ce fait serait lié a une tolérance
amoindrie a la compression sachant que le temps de doublement du kyste est plus long dans le
foie que dans le poumon ou le parenchyme plus lache permettrait une croissance plus rapide
et plus importante du kyste. De plus, les nombreuses complications liées a cette localisation
(fissuration ou rupture du kyste) engendrent des problémes respiratoires.

Par ailleurs, selon Cesbron et al les kystes pulmonaires fourniraient des antigénes de qualité
antigénique moins importante (Cesbron et al., 1986). Ceci est bien visible a travers nos
résultats de I'I[EP, ’IDD et I’ELISA. Enfin, il faut également signaler que les kystes
hydatiques hépatiques sont plus perméables que les kystes pulmonaires (Vidor et al., 1986).
Cette différence ferait que 1’échange hote-parasite serait plus important dans les cas
d’hydatidose hépatique.

Considérée comme une localisation secondaire dans 1’hydatidose, le cceur est un site moins
privilégié pour les processus inflammatoires en comparaison au poumon. En effet, ce dernier
renferme notamment les macrophages alvéolaires I'une des sources principales de cytokines
pro-inflammatoires  (I’IL-8 et I’'IL-12) et de NO. Cette donnée conforte I’hypothése émise
portant sur I’implication supplémentaire du processus inflammatoire, sachant le role clé des
monocytes (cellules sources des deux cytokines) dans ce phénomeéne.

Les faibles teneurs enregistrées au niveau des patients porteurs de kystes hépatiques calcifiés
confirment I’implication supplémentaire des antigénes présents dans le kyste. En effet, la
calcification des kystes empéche partiellement ou totalement (selon le degré de calcification)
la diffusion des antigénes solubles dans I’environnement proche du kyste.

Le cas des récidives est particulierement intéressant dans le sens ou la production de NO chez
ces patients est tres faible. En effet, les valeurs atteignent parfois un taux basal ou encore un
niveau plus bas en comparaison aux contrdles. Ce profil serait associé¢ a une déplétion accrue
en CD4+ et en IFN-y chez les patients récidivants (Touil-Boukoffa et al., 1998), sachant le
role de I'IFN-y dans I’induction de la production de NO. Selon ces mémes auteurs, la
déplétion en CD4+ pourrait étre le résultat d’une hyperproduction initiale de NO. Ce dernier
aurait des effets apoptotiques notamment sur les cellules TH (Drapier, 1997). Ces résultats
confortent 1’hypotheése émise portant I’importance du dosage du NO dans le diagnostic
prédictif des rechutes.

La mise en évidence de la présence des trois biomolécules dans les différents liquides
hydatiques testés indique une diffusion intrakystique importante de ces médiateurs. Cette
observation est confortée sachant la perméabilité des membranes du kyste a plusieurs
molécules de 1’hote (telles que I’albumine, les anticorps, ...), faisant du liquide hydatique une
mosaique protéique renfermant des protéines de I’hote et du parasite.

Par ailleurs, les cytokines et le NO, peuvent avoir pour origine les cellules circulantes et/ou
une production locale au niveau des tissus avoisinants le kyste.
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Si I’on se base sur la nature du liquide hydatique selon la localisation du kyste, il apparait que
le profil des concentrations intrakystiques va dans le sens de nos résultats relatifs aux dosages
sériques. Ces données confortent 1’hypothése selon laquelle la localisation anatomique des
kystes influence la production d’IL-8, d’IL-12 et de NO.

La fertilité des kystes en protoscolex aurait également une incidence sur le taux de production
de cytokines et de NO. En effet, nous avions noté avec intérét une relation proportionnelle
entre les taux intrakystiques (en IL-8, IL-12 et en NO) et le degré de fertilité des kystes. Cette
relation souligne I’implication des protoscolex dans I’induction de la production des trois
médiateurs. Cette donnée est confortée d’une part par la présence de 1’antigéne majeur du
liquide hydatique (F5) dans les extraits de protoscolex (Kong et a/ 1989 ; Yarzabal et al.,
1977 ; Siracusano et al., 2002 et Fig. 18). D’autre part, il faut signaler le rdle de cet antigene
dans I’induction de la production de NO (Touil-Boukoffa et al., 1998 ; Ait Aissa, 2002) et
d’IL-12 (Mezioug et al., 2004).

Pour les patients présentant une évolution clinique conventionnelle, la production cytokinique
augmente aprés exérese kystique. Cet effet, serait probablement li¢ a 1’inflammation due au
choc opératoire sachant que la source essentielle de I’IL-12 et de I’IL-8 est le systéme
monocyte/macrophage. Ce profil est inversé¢ dans le cas de complications cliniques de la
maladie. En effet, la fissuration ou la rupture des kystes induit une augmentation de la
production sérique d’’IL-8 et d’IL-12 avant I’exérése kystique. Ces données traduisent
I’implication directe des antigénes hydatiques et I’instauration d’un environnement
physiologique propice a ’activation des cellules productrices d’IL-8 et d’IL-12.

La diminution de la production de NO aprés la chirurgie serait liée a 1’absence de la
sollicitation des antigénes solubles par les cellules régulatrices de la production de NO. Cette
observation souligne I’implication directe des antigénes hydatiques dans la stimulation des
cellules Th et du systéme monocyte-macrophage. Ces résultats sont confortés par la mise en
évidence d’une relation proportionnelle entre le taux de production de NO sérique et
I’immunoréactivité des patients (testée par hémaagglutination passive).

» Production d’IL-8, d’IL-12 et de NO in vitro :

Le profil de production de I’'IL-8, de I’IL-12 et du NO in vitro conforte nos dosages in
vivo. En effet, les titres obtenus dans le cas des PBMC préparées a partir du sang des
donneurs sains sont largement inférieurs a ceux des patients (aux deux stades opératoires).
Cette donnée supplémentaire permet d’étayer notre hypothése selon laquelle la production

accrue des trois biomolécules chez I’hdte constituerait I’un des mécanismes de défense contre
I’hydatide.

Par ailleurs, les résultats de ce dosage considérés selon le stade clinique demeurent en parfaite
corrélation avec les dosages sériques.

Apres stimulation par les fractions antigéniques F5 et P50 (purifiées par gel filtration puis
caractérisées), nous avons noté avec intérét une augmentation de la production des trois
biomolécules. Ces observations soulignent 1I’engagement d’une sensibilisation in vivo vis-a-
vis des deux antigénes F5 et P50.
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De plus, signalons que la structure des deux fractions semble étre favorable a I’induction de la
production des trois biomolécules. En effet, La F5 a fait I’objet de nombreux travaux
démontrant sa nature glycosylée (Hamrioui, 1986 ; Touil-Boukoffa, 1998). Nous 1’avons nous
mémes démontrés pour les deux fractions a travers les résultats de la chromatographie
d’affinité sur concanavaline A, sachant la haute affinité de cette lectine pour les résidus
glycosylés (Fig. 9-10).

Notre étude est en parfait accord avec celle de Rigano et son équipe (Rigano et al., 1998 et
2001). En effet, ces derniers ont montré 1’aptitude des PBMC (préparées a partir du sang de
patients atteints d’hydatidose) stimulées par I’antigene hydatique total a produire de I"'IL-12.
A la différence, nous avons utilisé deux fractions antigéniques purifiées a partir du liquide
hydatique humain (F5 et P50).

Cependant, la hausse enregistrée est plus prononcée dans le cas des cultures induites par la
F5. Ces résultats était prévisible sachant que plusieurs auteurs considérent la F5 (de 68 kDa)
comme ¢étant ’antigéne le plus antigénique du liquide hydatique (Hamrioui et al., 1986 ;
Touil-Boukoffa, 1998 ; Mezioug, 2002). Nous 1’avons nous méme rapporté a travers les tests
d’antigénicité réalisés par immuno-diffusion double, par immuno-électrosynéreése et par
ELISA (Fig. 11-12).

De plus, il a été déja démontré I’implication de I’antigéne 5 dans I’induction de la production
de taux éleves de NO (Touil-Boukoffa, 1998 ; Touil-Boukoffa et al., 1998 ; Ait Aissa, 2002)
et d’IL-12 (Mezioug, 2002 ; Mezioug et al., 2004).

Toutefois, bien que la F5 soit I’effecteur antigénique majeur de la cette production, la P50
apparait également agir dans le sens de I’induction de ces biomolécules. En effet, elle induit la
production de taux trés importants d’IL-8, d’IL-12 et de NO au niveau des cultures de PBMC.

Parallélement a cette étude, nous avions souhaité établir I’effet de 1’addition simultané
d’IFN-y et de F5/P50 sur la production des trois biomolécules. Les résultats obtenus montrent
que ’IFN-y (a2 10 et 100 Ul/ml) seul induit la production de taux trés significatifs d’IL-8,
d’IL-12 et de NO. Apres I’addition simultanée d’IFN-y et de F5/P50, les taux enregistrés sont
supérieurs a ceux obtenus apres stimulation par 1’effecteur antigénique ou cytokinique seul.

A la lumiére de ces données, il semble exister un effet additionnel des deux fractions
antigéniques solubles (F5 et P50) et de I'IFN-y sur la production d’IL-8, d’IL-12 et de NO sur
culture de PBMC. Cet effet serait associ¢ a une régulation positive exercée par I'IFN-y
exogene. Elle se traduit probablement par une orientation préférentielle des cellules ThO vers
une sous population Thl (Constant et Bottomly, 1997 ; Murphy et al, 2000 ;
Szabo et al., 2003). Elle impliquerait également une activation accrue du systéme monocyte-
macrophage sous l’action de I’interféron-y (un puissant activateur de ce systéme) et par
conséquent a I’induction de la synthése des cytokines pro-inflammatoires (en particulier
I’IL-12 et I’IL-8) et du NO. L’IL-12 par un effet de boucle paracrine, exercerait ses effets sur
les cellules cibles et productrices d’IFN-y (Cellules CD4", CD8" et NK)
(Kobayashi et al., 1989 ; Chan et al., 1991 et 1992) pour I’amplification de sa propre synthése
et de celles de I’IL-8 et du NO.
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Ces données corroborent a ceux de plusieurs auteurs impliquant la voie TH1 (voie induite
notamment par I’IL-12 et I’TFN- y) dans I’immunité protectrice (ou la résistance a I’infection),
sachant que la déviation vers la voie Th2 refléte la susceptibilité a la maladie (Touil-Boukoffa
etal, 1997 et 1998 ; Margutti et al., 2002 ; Siracusano et al., 2002 ; Zhang et al., 2003).

» Effet de PIFN-y sur la viabilité des protoscolex in vitro. Implication du monoxyde
d’azote :

L’addition du liquide hydatique a des concentrations allant de 5 et 10 pg/ml a engendré
une hausse de la production de NO. Toutefois, une diminution progressive est notée a partir
de 15 pg/ml. Ces observations nous ont amené a émettre deux hypothéses. La premiére serait
en faveur d’un effet cytotoxique probable du LH sur les PBMC. La deuxiéme hypothése
impliquerait la présence dans le LH de facteurs limitant la production de NO. Ces effets
seraient tributaires de la concentration en LH. Celle-ci serait effective au dela de 10 pg/ml de
liquide hydatique.

Deux données sont en faveur de la deuxieme hypothese. En effet, la prolifération cellulaire
n’est pas inhibée en présence du liquide hydatique (Fig. 38). Cette observation indique que le
liquide hydatique n’exerce pas d’effet cytotoxique aux concentrations utilisées. De plus, la
mise en évidence de la présence dans le liquide hydatique d’IL-8 et d’IL-12 n’exclue pas la
diffusion intra- kystique d’autres cytokines anti- inflammatoires telles que 1’IL-4 et I’'IL-10.
Signalons que ces dernicres sont impliquées dans la régulation négative de la production de
NO (Oswald et al., 1992 ; Bogdan et Nathan, 1993 ; James, 1995).

Les résultats obtenus apres la mise en culture des PBMC en présence de concentrations
croissantes de protoscolex indiquent que la production du NO serait associée a la charge
parasitaire initiale. En effet, la production de NO augmente avec la concentration de
protoscolex utilisée initialement (100- 800 PSC/ml).

Ces données confirment notre hypothése traduisant la capacité des protoscolex a induire la
production de NO chez les patients atteints d’hydatidose. En effet, nous avions nous méme
rapporté 1’incidence de la concentration en protoscolex (fertilité) sur les taux intra- kystiques
de NO (Fig. 28C).

Selon les travaux de Cardozo et al en 2002, I’effet des protoscolex sur 1’activation et la
prolifération des PBMC de patients hydatiques semble étre attribu¢ aux fractions riches en
carbohydrates. Ces derniéres incluent particuliérement la fraction E4+ dont I’effet hautement
immunogénique a été mis en évidence (Sterla et al., 1999 ; Dematteis et al., 2001).

Par ailleurs, nous avons noté avec intérét [’existence d’une relation inversement
proportionnelle entre les taux de production de NO et la viabilité des protoscolex aprés 20 h
d’incubation. En effet, la viabilité¢ des protoscolex est atténuée par I’augmentation de la
production de NO. Cette relation traduit un effet cytotoxique du NO sur les protoscolex.

Plusieurs études ont établi in vitro 1’effet cytotoxique du NO sur des parasites a
multiplication intracellulaire tels que Trypanosoma (Vespa et al., 1994), Leishmania (Romao
et al., 1999) et Plasmodium (Rokett et al., 1991 ; Gobert et al en 2000). L’effet parasiticide
du NO touche également les protozoaires extracellulaires (Entamoeba) et les helminthes
(Schistosoma) (James, 1995 ; Clark et Rokett, 1996 ; Brunet, 2001 ; Colasanti et al., 2002).
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En présence d'IFN-y (a 100 Ul/ml), nous avons noté avec intérét deux effets concomitants
impliquant une diminution de la viabilit¢é des PSC mis en coculture avec les PBMC (de
patients hydatiques) et ’augmentation de la production du NO.

Nos résultats suggerent que I’IFN-y exogene (100 Ul/ml) module positivement la production
de NO par les PBMC en coculture avec les protoscolex. Il a un effet scolicide indirect
résultant probablement de I’induction de la NOS2 et aboutissant a une production accrue de
NO (256.25 + 37.47 uM).

En effet, selon Gantt et al en 2001 I’expression des iNOS augmente in vifro au niveau des
macrophages humains infectés par Leishmania chagasi en présence d’IFN-y.

De plus, selon plusieurs travaux I'IFN-y joue un role clé dans I’activité cytotoxique des
macrophages vis a vis des parasites a multiplication intracellulaire in vivo et in vitro (Murray,
1994b). Cette activité cytotoxique est due a la production de superoxide et de NO (Drapier et
al., 1988 ; Piedrafita et Liew, 1998; Szabo et al., 2003).

En effet, les macrophages activés par I’IFN-y sont capables d’éliminer 62 % des amibes via la
production de NO (Lin et Chadee, 1992). Dans le cas de Leishmania major, une diminution
du nombre de promastigotes est associée a une augmentation des teneurs en nitrites dans les
surnageants de cultures de macrophages activés par I'IFN-y (Liew et al., 1990). Toutes ces
données suggerent que NO agit dans le mécanisme effecteur de la cytotoxicité des
macrophages activés par ’IFN-y contre les parasites.

A la lumicere de ces données, I’IFN-y et le NO semblent avoir in vitro un effet anti-hydatique.
La question reste posée sur I’inéfficacité de ce mécanisme de défense in vivo malgré les
teneurs tres significatives en IFN-y et en NO retrouvées au niveau des sérums de sujets
hydatiques.

Selon Paolo Ascenzi et ses collaborateurs, 1’hémoglobine, la myoglobine et la neuroglobine
peuvent protéger Plasmodium et Trypanosoma des effets anti-parasitique du NO (Ascenzi et
al., 2002). Les membres d’une autre équipe ont également suggéré que la survie de
schistosomula dépend de la présence d’hémoglobine et d’hémocyanine (Taylor-Robinson,
1998 ; Gow et al.,, 1999). Ces hypothéses se basent sur le fait que ces transporteurs
d’oxygene facilitent 1’oxydation du NO dans les conditions @robiques. En effet, il est
généralement accepté que les dérivés de I’hémoglobine réagissent rapidement et
irréversiblement avec le NO. Cette réaction induit la formation de peroxynitrite qui
s’isomérise rapidement en nitrate et hémoglobine férique oxydée (met- hémoglobine). Cette
dernicre est ensuite réduite par la met- hémoglobine réductase en forme physiologiquement
active. Sachant que les anémies sont associées de maniére fréquente aux parasitoses, la
concentration d’hémoglobine oxygénée apparait étre trés insuffisante pour intercepter le NO
(Couture et al., 1999 ; Ascenzi et al., 2001).

L’évolution de I’hydatidose est également accompagnée chez les malades d’une forte anémie,

ces hypothéses émises principalement par I’équipe d’Ascenzi peuvent se rapportées a notre
modele d’étude de macroparasitose.
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Chapitre 111 Discussion générale

» Effet cytotoxique du NO sur I’hydatide et sur le tissu pulmonaire :

Les résultats portant sur 1’étude de I’effet des nitrites de sodium sur 1’hydatide et le tissu
pulmonaire ont révélé un effet cytotoxique des nitrites (métabolite physiologiquement stable
du NO). Cet effet se traduit dans les deux cas par une désorganisation tissulaire suivie par une
destruction du tissu testé.

Dans le cas de I’hydatide, les travaux de Steers et col/ ont démontré 1’effet toxique des nitrites
sur la membrane de kystes mis en coculture avec des macrophages (de souris infectées par
E.g.) stimulés par 'IFN-y (Steers et al., 2001). Ces mémes auteurs ont constaté une diffusion
intra- kystique des nitrites, ce qui est en accord avec nos propres résultats. En effet, nous
avions noté une augmentation de la concentration des nitrites dans le liquide hydatique en
fonction de la concentration de nitrites de Na dans le milieu d’incubation. Cette donnée
conforte également nos résultats relatifs a une diffusion intra- kystique du NO chez les
patients porteurs de kystes pulmonaires et hépatiques

Par ailleurs, nous avons également noté avec intérét que la membrane lamellaire est restée
intacte pendant une longue période dans le milieu d’incubation, a I’inverse, la membrane
proligere se désintégre trés rapidement. Cette donnée va dans le sens des observations de
Kausch et coll et Lanier et coll en 1987. En effet, ces derniers ont constaté que la membrane
lamellaire reste a I’intérieur du tissu infecté de I’hdte pendant une longue période, méme apres
la mort spontanée du métacestode (Kausch et al., 1987 ; Lanier et al., 1987). Ces observations
démontrent la haute résistance de la membrane lamellaire a la dégradation par les molécules
effectrices de la réponse immunitaire au cours de 1’hydatidose.

Dans le cas des atteintes du tissu pulmonaire, il a été déja démontré 1’effet de 1’inhalation
d’une forte dose de NO2 sur le poumon. Cet effet se traduit par des oedémes et des
hémorragies quelques jours apres I’inhalation (Archer, 1993).

Les travaux de Guénane en 2002, ont également démontré un effet cytotoxique dose
dépendante de la concentration en nitrites sur la rétine de beeuf (Guénane, 2002)..

A la lumiére de toutes ces données concernant ’effet du NO sur deux composantes de
I’hydatide (Ia membrane kystique et les protoscolex) et sur le tissu pulmonaire, il apparait que
le NO présente une dualité fonctionnelle. Cette dernicre serait a la fois bénéfique et délétere
pour I’hote. En effet, il peut étre aussi bien cytotoxique pour le parasite infestant que pour les
cellules ou les tissus avoisinants (Voire Fig. 51).
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Figure 51 : Implication des réponses immuno- inflammatoires dans les défenses de I’hote
contre Echinococcus granulosus. Réle scolicide et cytotoxique du NO.
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CONCLUSION

Cette étude a permis d’apporter une modeste contribution aux résultats rapportés par 1’équipe
de Touil-Boukoffa depuis 1986. Elle a permis de mettre en évidence et ce pour la premicre
fois la production de I’IL-8 in vivo et in vitro au cours de I’hydatidose.

Nous avons également purifi¢ une nouvelle protéine antigénique du liquide hydatique la P50
non ¢étudiée jusqu’a I’heure actuelle. Cette fraction semble exhiber une haute
immunoréactivité vis-a-vis des sérums de patients hydatiques. Toutefois, la F5 reste
I’antigene majeur de 1I’hydatide et I’inducteur essentiel de la production des trois biomolécules
(IL-8, IL-12 et NO).

Au terme de notre étude utilisant un modele d’infection par un macro-parasite, parasite a
développement extracellulaire, il en ressort comme dans beaucoup d’autres parasitoses que
I’IL-8, I'IL-12 et le NO ont un rdle non négligeable dans I’initiation et la modulation de la
réponse immunitaire et dans I’inflammation au cours de I’hydatidose humaine hépatique et
pulmonaire. Ces mécanismes seraient induits majoritairement par la F5 et la P50.

Nos résultats montrent également que les deux effecteurs antigéniques utilisés (F5 et P50)
associés a I’'IFN-y, engendrent un effet additionnel sur la production des trois biomolécules.

Ces marqueurs pourraient constituer un outil précieux dans le suivi et I’'immunosurveillance
des patients ainsi que dans le diagnostic précoce de cette pathologie.

De plus, I’action scolicide de I’IFN- y a été observée pour la premiere fois en coculture de
protoscolex et de PBMC. Cet effet serait médié par la production du NO.

Le NO aurait un effet cytotoxique aussi bien sur I’hydatide (les protoscolex et la membrane
kystique) mais également sur le tissu pulmonaire.

Il reste cependant a situer un équilibre physiologique entre les deux effets bénéfiques et
déléteres du NO sur I’hote. Ces données seront utiles dans 1’établissement d’un protocole
d’action parasiticide efficace du NO ou de son inducteur I’IFN-y avec des effets secondaires
minimes.
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RESUME

L’hydatidose est une helminthiase, médicalement et socialement grave, trés endémique en
Algérie. Elle est provoquée par le développement chez I’homme et divers mammiferes de la
forme larvaire d’un tenia: Echinococcus granulosus. Le pouvoir antigénique de ce parasite
est li¢ a I’existence d’une véritable mosaique antigénique impliquant les antigénes solubles du
liquide hydatique, figurés des protoscolex et de la membrane kystique.

Dans une premiére étape, nous nous sommes intéressés a la purification de 1’antigéne
majeur du liquide hydatique humain : I’antigéne 5 ou F5 (de 67 kDa) et d’une nouvelle
protéine douée d’activité antigénique et répondant a un poids moléculaire de 50 kDa (P50).
Apres caractérisation biochimique et immunologique, les deux fractions sont utilisées pour
I’étude de la production de deux cytokines a caractére pro-inflammatoire : I’interleukine 12,
une chémokine I’IL-8 et le monoxyde d’azote (NO) sur culture de PBMC (cellules
mononuclées du sang périphérique) de patients hydatiques. Cette étude a été complétée par
I’évaluation de I’effet additionnel ou synergique de I’'IFN-y exogeéne et/ou des deux fractions
antigéniques sur la production des trois biomolécules. Un dosage in vivo de cette production a
été ¢galement entrepris. Dans le deuxiéme volet de notre étude, la viabilité des protoscolex
(PSC) a été testée sur des cocultures de PSC et de PBMC de patients hydatiques en présence
d’IFN-y. Un dosage du NO a été entrepris dans chaque cas.

Selon nos observations, il apparait que I’intensité de production de 1I’'[L-12, de I’IL-8 et du
NO soit associée a la nature de I’antigéne inducteur. En effet, bien que les deux fractions
antigéniques F5 et P50 induisent 1’augmentation de la production des trois biomolécules, la
F5 serait D’effecteur antigénique le plus important. Nos résultats montrent, comme dans
beaucoup d’autres parasitoses que I’IL-12, I’IL-8 et le NO jouent un role dans I’initiation, la
modulation de la réponse immunitaire et dans I’inflammation au cours de 1I’échinococcose
humaine hépatique et pulmonaire.

Nous avons observé avec intérét qu’en présence d'IFN-y la viabilité des PSC est attenuée.
Cette observation est accompagnée d’une augmentation de la production du NO. Cet effet lié
a I’induction de la production de NO par I’'IFN- v se traduit par une action scolicide résultant
de la présence de métabolites dérivants du NO. Il apparait donc que I'IFN-y induise la
destruction du parasite a travers la voie de synthése du NO dans le systéme monocytaire.

Au regard global de nos résultats, les biomolécules testées in vivo et in vitro apparaissent
des marqueurs potentiels dans le suivi et I’'immunosurveillance des patients. L’action
scolicide de I’IFN- y ouvre de nouvelles perspectives dans la thérapie anti-hydatique.
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