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1. Introduction :

1.1 Les tiques

Ixodes ricinus est une des nombreuses espéces de tiques. Les tiques sont des

ectoparasites cosmopolites. Elles appartiennent au phylum des Arthropoda.

Arthropoda Phylum
Trilobito- Chelice- Crustacea Tracheata a
asse
morpha rata
Mero- Arachnida Pantopoda Diplopoda Chilopoda Insecta Symphyla Pauropoda Sous-
stomata classe
Scorpiones Pedipalpi Palpigradi Acarina Aranea Ricinulei Solifugae Opiliones Ordre
Meso- Metasti Pro- Astigmata Chrypto- Sous-
stigmata gmata stigmata stigmata ordre

Figure 1 : Arbre phylogénétique des arthropodes
Les groupes taxonomiques auxquels appartiennent les tiques sont en gras.
La taille des boites et les distances entre elles ne fournissent aucune indication concernant

limportance des taxons et leur parenté. Modifié selon @

On distingue différentes familles de tiques. . ricinus appartient a la famille des
Ixodidae mais les tiques englobent aussi les Argasidae et les Nuttallielidae. Ces

derniéres, dont on n’a décrit qu’'une seule espéce, sont peu connues.

Les Ixodidae et les Argasidae se distinguent par leur morphologie et leur mode de

vie. Les Ixodidae sont faciles a reconnaitre parce qu'il est possible de voir les pieces

Laboratoire d'immunologie Université de Neuchatel
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buccales en vue dorsale. Ceci est impossible pour les Argasidae dont le capitulum

est ventral (fig 2).

Capitulum

Figure 2 : Différence entre Argasidae et
Ixodidae (Foundations in parasitology, Schmidt
and Roberts)

(A), Ornithodorus sp. (Argasidae). (B), I.
scapularis (Ixodidae). Les piéces buccales sont

ventrales chez les Argasidae alors qu’elles sont

dorsales chez les Ixodidae.

Chez les Argasidae, le dimorphisme sexuel est peu marqué. Aucune porosité n’est
visible a la base du capitulum. Les yeux se situent dans la région supracoxale et la
partie dorsale de I'exosquellette n’est pas divisée en alloscutum et scutum comme

chez les Ixodidae.

Les Argasidae ont généralement une spécificité importante pour leur héte. Sur les
quelques 150 espéces connues, la plupart prennent de nombreux repas sanguins
sur leur héte qui fournissent les nutriments nécessaires a la mue d’un stade a I'autre
et aux pontes. Les pontes ne dépassent pas 500 ceufs. Les Argasidae vivent
généralement dans les crevasses du sol, dans les nids d’oiseaux, dans les terriers, a

proximité de leur héte. Les Argasidae peuvent jelner jusqu’a 5 ans.

La famille des Ixodidae est subdivisée en trois sous-familles :

- les Ixodinae comptent un seul genre Ixodes (fig 3) avec 250 espéces environ.
Ces tiques sont généralement de petite taille. Les adultes ne présentent pas de
festons et le sillon anal toujours présent est antérieur a I'anus. Le dimorphisme
sexuel des piéces buccales est important. Elles n'ont pas d’yeux.

- les Amblyominae se reconnaissent par un sillon anal postérieur ou difficilement
discernable, par la base du capitulum qui n’est pas étirée latéralement et par la
présence de festons chez les adultes.

- les Rhipicephalinae sont identifiables par les extensions latérales de la base du
capitulum. Elles peuvent présenter des festons. Le sillon anal est postérieur ou

absent.

Laboratoire d'immunologie Université de Neuchatel
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Figure 3 : Schéma d’Ixodidae (genre Ixodes)

(A) femelle en vue dorsale, (B) femelle en vue ventrale, (C) male en vue dorsale, (D) male en vue
ventrale. 1. Pédipalpe, 2. Hypostome, 3. Soies posthypostomales, 4. Cornes basi-ventrales, 5. Basis
capituli, 6. Chélicéres, 7. Aires poreuses, 8. Cornes basi-dorsales, 9. Scutum, 10. Conscutum, 11.
Sillon scapulaire, 12. Sillon cervical, 13. Alloscutum, 14. Tarse I, 15. Coxa |, 16. Epine coxale, 17.
Gonopore, 18. Stigmate, 19. Anus, 20. Sillon ventral, 21. Sillon périanal, 22. Plaque prégénitale, 23.

Plaque médiane, 24. Plaque adanale, 25. Plaque anale, 26. Festons, 27. Ocelles

1.2 Ixodes ricinus

La larve d’Ixodes ricinus se reconnait par ses pattes au nombre de 6 et sa petite
taille (moins d’un millimétre). La nymphe, elle mesure plus d’'un millimétre et posséde
4 paires de pattes. Les adultes sont plus grands. Le male atteint 3 millimétres alors
que la femelle peut atteindre 4 millimétre a jeun.

Antérieurement, nous trouvons le rostre composé d'un hypostome entouré des
chélicéres. La « basis capituli est plus large que longue. Dorsalement, le scutum
recourvre presque I'ensemble du dos du male alors qu’il ne représente qu’un tiers de
la surface dorsale de la femelle. Ventralement, le sillon anal est toujours présent.
Antérieurement, s’ouvre l'orifice génital. Les ocelles sont observés latéralement a la

hauteur du scutum.

Laboratoire d'immunologie Université de Neuchatel
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I. ricinus se rencontre jusqu’a une altitude de 1400 m * et se trouve trés
fréquemment en lisiére des bois ou dans les sous-bois ou elle trouve I'environnement
adéquat a sa vie (humidité et température). Dans ces biotopes, elle trouve son héte
facilement (rongeurs, oiseaux, gibier, chien, chat, Homme,...). Les chemins forestiers
qui sont souvent fréquentés par les promeneurs sont des lieux privilégiés pour le
contact entre ce parasite et 'THomme. Les personnnes qui se proménent dans les
bois sont particulierement exposées aux maladies transmises par ces ectoparasites
(chapitre 1.4).

Dans le cas d'/. ricinus, le repas sanguin dure environ 3 jours pour la larve, 5 jours
pour la nymphe et 7-9 jours pour la femelle adulte. Le male ne se nourrit que
rarement et son repas dure moins d’un jour. Les infestations par les larves peuvent

étre massives. Les différents stades sont représentés sur la figure 4.

1mm

—

Figure 4 : Ixodes ricinus (photo prise au laboratoire de parasitologie de Neuchétel par C. Di
Mito)
(A) Larve, (B) Nymphe, (C) Femelle (adulte), (D) Méale (adulte)

La femelle /. ricinus pond environ un millier d’ceufs d’ou éclosent les larves
hexapodes (fig 4). I. ricinus quitte son hbte aprés chaque repas sanguin pour muer

ou pondre.

Laboratoire d'immunologie Université de Neuchatel
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1.3 Les réles de la salive

Pour se fixer, la tique découpe la peau de I'héte a I'aide de ses chélicéres et introduit
son hypostome qui lui sert de harpon. La tique injecte de la salive et préleve du sang.
Cette salive contient des anticoagulants qui facilitent le repas sanguin . Comme
celui-ci dure plusieurs jours chez les Ixodidae, la salive conserve sa fluidité au sang
et permet a la tique de se nourrir avec succes © La salive semble contenir des
substances analgésiques, méme si leur présence n’a été démontrée que chez
Amblyomma americanum (. Les ectoparasites fixés passent ainsi inapergus pendant

leur repas et évitent que I'hdte les élimine par un toilettage excessif ®

Certaines molécules de la salive sont immunosuppressives ®_ Elles inhibent la
réponse immunitaire de I'h6te. Une protéine salivaire dénommeée Iris pour « Ixodes
ricinus immunosuppressor » a été caractérisée 9. Il a été démontré qu’elle diminuait
la prolifération des lymphocytes de souris infestées lors d’'une stimulation secondaire
in vitro en présence de concavaline A (19 Un effet inhibiteur sur des cellules humaine
mononucléaires périphériques du sang a également été déemontré lors d’une
stimulation in vitro par du LPS ou de la phytohémagglutinine (PHA). De plus, la
production d’IFN-y, d’'IL-6, de TNF-a et d’'IL-8 était aussi inhibée.

La salive de Rhipicephalus sanguineus réduit la production d’'IL-2 et la prolifération in
vitro des lymphocytes T issus de souris infestées par cette espéce de tique. Cette
salive inhibe également I'activation des macrophages induite par I'lFN-y. L’inhibition

est proportionnelle a la concentration de salive 7.

Pendant son repas sanguin, la tique ingére des anticorps. Ces anticorps peuvent
traverser I'épithélium intestinal et se retrouver dans 'hémocoele tout en conservant
leurs propriétés immunologiques '?. IIs pourraient se lier aux tissus de la tique et
interférer avec le métabolisme normal des tiques et géner 'ovogénése. Les
immunogobulines se lient ainsi a certaines protéines de Rhipicephalus

(13

appendiculatus, Amblyomma variegatum et Ixodes hexagonus ). Détectées dans

Laboratoire d'immunologie Université de Neuchatel
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I’hémolymphe et I'extrait de glandes salivaires (EGS) de ces espéces, des
« Immunoglobulin binding proteins » sont susceptibles de participer a la défense de

la tique neutralisant les anticorps de I'héte.

Chez Ixodes scapularis, une protéine se liant a I'lL-2 humaine ou murine a été
identifiée. L’IL-2 étant une cytokine importante dans I'activation des cellules T, B,
monocytes, macrophages et « natural killer ». La réaction immunitaire de I'h6te est
inhibée par cette protéine . Des protéines de la salive de plusieurs Ixodidae se
lient a I'lL-8 impliquée dans le chimiotactisme des neutrophiles. La liaison de I'lL-8 a

15)

son récepteur est inhibée et le chimiotactisme diminue '® ('®) L'infiltration des

neutrophiles dans le derme au site de fixation des tiques est ainsi diminuée.

L’histamine de I'h6te peut également étre neutralisée par de petites protéines de 20
et 25 kD détectées dans des extraits de glandes salivaires (EGS) de

(7

R. appendiculatus ) L’histamine est libérée lors de la dégranulation des

mastocytes et des basophiles et participe a I'acquisition d’'une résistance contre les

(18

tiques "® 19 |a neutralisation de cette molécule facilite sans doute le repas des

ectoparasites.

Le systéme complément est également inactivé par la salive d’/xodes scapularis. Le
C3, élément central des voies classique et alternative ne peut étre converti en C3a et

C3b en présence de la salive d'l. scapularis .

D’autres molécules sont antigéniques et induisent une réponse acquise de I'héte
dans des systémes naturels ou expérimentaux. Certaines espéces comme
Clethrionomys glareolus développent une résistance contre /. ricinus alors que
d’autres, comme Apodemus flavicolis, n’y parviennent pas @1 La résistance de I'hdte
aux Ixodidae se traduit par un poids réduit de la tique a la fin de son repas sanguin,
une durée plus longue du repas, un nombre d’ceufs réduit et une viabilité diminuée
des ceufs, ainsi qu'un pourcentage plus élevé de tiques mourant sans pondre ni

muer. L’acquisition d’une résistance a été démontrée en laboratoire chez le lapin (22)

Laboratoire d'immunologie Université de Neuchatel
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1.4 Les pathogénes transmis par I. ricinus

Lors de son repas sanguin, /. ricinus est vectrice d’agents pathogénes. En Suisse,

cette tique transmet principalement Borrelia burgdoferi sensu lato, agent de la

@3 le virus FSME provoquant I'encéphalite & tique “¥),

(26

borréliose de Lyme
Anaplasma phagocytophila ?®, Babesia microti ®® et Babesia divergens 7,
Certaines études montrent que la salive de la tique est trés importante dans la
modulation de la réponse immunitaire de I'héte face aux pathogénes transmis ?®. La
modulation de la réponse anti-borrélies par la salive de la tique a aussi été
démontrée dans notre laboratoire . Le taux des IgE totales produites par la souris
BALB/c augmente drastiquement lors d’infestations avec des nymphes d’/. ricinus
infectées ou non par B. burgdorferi. Ce phénoméne n’est pas observé si les borrélies
sont inoculées a la seringue chez les BALB/c. La production d’lgG2a anti-Borrelia,
caractéristique d’'une réponse Th1, est augmentée chez des BALB/c déficientes en
IL-4 et chez des souris inoculées a la seringue au contraire de souris infestées par
des nymphes infectées @9 Le repas des Ixodidae durant plusieurs jours, la salive
injectée module la réponse immunitaire de I’héte pour que la tique puisse continuer a
se nourrir convenablement pendant toute cette durée. La transmission des
pathogénes dépend également du temps pendant lequel la tique est fixée a son héte,

méme si quelques heures suffisent pour l'infection de ce dernier (30),

Les nombreuses molécules immunomodulatrices et immunosuppressives présentes
dans la salive conditionnent le passage des agents pathogénes de la tique a son
hote. La connaissance de la réaction immunitaire de I'héte contre la salive de la tique
est essentielle pour comprendre son importance dans la transmission des maladies a

tiques.

Laboratoire d'immunologie Université de Neuchatel
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1.5 Réaction immunitaire de la souris BALB/c contre la salive d’Ixodidae

L’injection de la salive par la tique provoque une réaction immunitaire chez la souris.
Cette réaction comporte plusieurs facettes. L'immunité innée se traduit par une
inflammation locale au lieu de la piqare, une infiltration de cellules comme les
éosinophiles, neutrophiles, basophiles, monocytes, une production de cytokines et
I'activation du systeme complément. L'immunité acquise se traduit par la stimulation
spécifique de cellules T CD4+ des ganglions drainant le site de fixation ©V, la

%2) (33 et la production d’ anticorps d'isotype IgG1 4.

production de cytokines Th2 ¢
Par hybridation in situ, il a été montré que la quantité d’ARNm de I'lFN-y augmente
faiblement dans le derme lors de réinfestations, alors que la quantitié des messagers
de I'lL-4 reste élevé ®¥. De nombreuses études ont montré que la souris BALB/c
confrontée aux antigénes de tiques initie une réponse Th2 avec une augmentation
de la production d’IL-4. Les lymphocytes T CD4+ de souris BALB/c infestées par des
nymphes d’l. ricinus restimulées avec de la conA, produisent une grande quantité
d’IL-4 et peu d’IFN-y ®2). Ces cellules proviennent des ganglions drainant le site de
fixation des tiques. Une faible augmentation de la production d’IFN-y est constatée
lorsque les souris ont été infestées plusieurs fois alors que I'lL-4 reste constamment
élevée. Les cellules provenant de ganglions qui ne drainent pas le site de fixation

des tiques produisent peu d’IL-4 alors que la quantité d’IFN-y augmente faiblement
(32)

%) ont étudié la réponse immunitaire de la souris C3H/HeJ infestée

Ferreira et al. '),
par des R. sanguineus adultes. Des infestations successives de ces souris
s’accompagnent d’une inhibition de la prolifération des lymphocytes quand ils sont
restimulés in vitro par de la conA. Des cytokines Th1 (IL-12, IFN-y et IL-2) produites
in vitro sont aussi inhibées alors que les quantités d’IL-4, IL-10 et TGF-B augmentent
%) Plusieurs souches de souris ont été infestées pour étudier l'influence de leur
geénotype sur la polarisation de la réponse et sur I'acquisition d’une éventuelle

résistance contre les larves et les nymphes d’/. ricinus. Aucune différence
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significative de résistance n’a été observée entre les souches BALB/c, C57BL/6 et
C3H. D’autres souches, DBA, SJL et FVB produisent aussi une importante quantité
d’IL-4 et trés peu d’IFN-y aprés infestations par des nymphes d’l.ricinus %) De plus,
il a été montré que la piqdre des larves et adultes d’/. ricinus provoque également

une réponse Th2 chez la souris BALB/c ®Y.

1.5.1 La composante cellulaire

A I'endroit de fixation de la tique, lors d’infestations répétées, le derme est infiltré par
de nombreuses cellules : éosinophiles, neutrophiles, basophiles, monocytes et
lymphocytes. Méme si l'infiltration cellulaire augmente lors de réinfestations, la souris
BALB/c ne développe pas de résistance contre les tiques ©”). Le lapin, Iui, développe
une résistance contre les adultes d'l.ricinus dés la premiére infestation ©. Il a été
établi que le nombre de basophiles et de mastocytes en phase de dégranulation est
important au site de fixation des tiques lors de réinfestations ??. Les basophiles sont

associés a I'acquisition d’une résistance ©9),

L’EGS (extrait de glandes salivaires) d’l. ricinus induit in vitro une prolifération
spécifique des lymphocytes spléniques de souris BALB/c infestées par des nymphes
de la méme espéce “0. Cette prolifération est inhibée par la présence de chloroquine
dans le milieu ce qui suggeére I'intervention de cellules présentatrice d’antigéne (CPA)
dans la stimulation car la chloroquine augmente le pH des lysosomes, interférant

avec la digestion et la présentation des antigénes par les cellules @1,

Une fraction chromatographique d’EGS d’/. ricinus riche en une protéine de 65 kD
stimule les lymphocytes des ganglions de BALB/c infestées. La déplétion des cellules
TCD4+ montre que ces cellules sont impliquées dans la réponse immunitaire

développée contre cette protéine V.
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1.5.1.1 Les cellules dendritiques

Dans mon travail, je me suis intéressé aux cellules ayant une importance dans

I'induction de la réponse immunitaire de la souris contre la salive d’/. ricinus. Parmi

celles-ci, les cellules dendritiques jouent sans doute un réle prépondérant.

Figure 5 : Cellules dendritiques M Image obtenue par

microscopie électronique a balayage. On discerne les extensions

cytoplasmiques en forme de voile typique a ce genre de cellules.

Les cellules dendritiques ont été visualisées
pour la premiére fois en 1868 sous la forme des
cellules de Langerhans (LC). Cependant, leur
caractérisation n’a commencé que depuis 25

ans.

Chez la souris, nous connaissons plusieurs
sous-populations de cellules dendritiques
immatures. Tout d’abord, deux sous-populations
ont été décrites, celles qui expriment ou non le

(42)

marqueur CD8a+ 2“3 Des études plus

approfondies révelent que les cellules

A L

)

Figure 6 : Cellule dendritique
Microscopie électronique par

transmission (N=novai
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dendritiques CD8a- sont divisées en deux sous-populations, 'une exprimant le
marqueur CD4 et I'autre pas “*. Nous avons travaillé avec trois sous-populations de
cellules dendritiques : CD8a+ ; CD8a-CD4+ et CD8a-CD4-.

Les cellules dendritiques stimulent les lymphocytes T en présentant des peptides
antigéniques associés au CMH. Les cellules B peuvent étre stimulées par un
antigéne natif via leurs récepteurs ou présenter I'antigéne apprété aux cellules T. Les
lymphocytes Tyd peuvent également étre stimulés directement par certains antigénes
natifs “°). Parmi les cellules présentatrice d’antigéne, les cellules dendritiques sont
les plus spécialisées et les plus efficaces. Elles constituent un systéme de cellules
hématopoiétiques, réparties dans tous les tissus. On les retrouve dans les organes
lymphoides. Les cellules de Langerhans de la peau en font partie, ainsi que les
cellules interstitielles de nombreux tissus. Les cellules de Langerhans représentent
un stade immature de cellules dendritiques. Elles capturent des antigénes
protéiniques introduits au niveau de la peau et les découpent en peptides. Elles
présenteront les peptides antigéniques aux lymphocytes T en association avec les
molécules codées par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Elles ne
possédent pas le marqueur CD8a (phénotype CD8a-) et représentent la population

majeure de cellules dendritiques de I'épiderme.

D’apres Banchereau et al., toutes les sous-populations de cellules dendritiques
semblent provenir d’'un méme progéniteur hémapoiétique exprimant le marqueur
CD34 “®)_Ce progéniteur va donner naissance a différentes populations de
précurseurs sanguins apres avoir été stimulé par différentes cytokines (IL-4, GM-
CSF et IL-3). Une lignée myéloide exprimant le CD11c se divise en deux sous-
populations, I'une exprimant CD14 en absence de CD1, l'autre exprimant au
contraire CD1 mais pas CD14. La lignée dite lymphoide n’exprime pas CD14 ni
CD11c.

Actuellement, la différentiation des cellules dendritiques en lignées lymphoide et
myéloide est mise en doute. Il semble que les cellules CD8a+ et CD8a- proviennent

des mémes précurseurs “7).

Laboratoire d'immunologie Université de Neuchatel



Introduction 18

Rappelons que les cellules dendritiques sont essentielles pour I'activation des

lymphocytes T et dans la régulation de la réponse immunitaire (48),

De maniére générale, les cellules dendritiques fonctionnent toutes selon le méme
schéma. La premiére phase de leur activation consiste en la capture de I'antigéne.
Différentes voies sont possibles : 'attachement de I'antigéne par des récepteurs
spécifiques, la fixation de complexes immuns par un récepteur spécifique aux
anticorps puis par endocytose. Les cellules dendritiques folliculaires et les
lymphocytes B expriment le récepteur CD21 ou CR2 dont le ligand est le C3b du
systéme complément “9). Linteraction du C3b avec la cellule dendritique va plus loin
gu’une simple affinité pour un récepteur. Le C3b influence la stabilité du CMH de
classe Il a la surface de la cellule dendritique lors de la présentation de I'antigéne et
augmente les interactions cellulaires. Les cellules dendritiques CD8a.+ et CD8a-
expriment toutes le FcyRI en faible quantité, les FCyRIl et FCyRIll en grande
quantité. Le FcyRI posséde une forte affinité pour les anticorps de classe IgG2a. Les
FcyRII et FeyRIIl réagissent préférentiellement avec les anticorps de classes IgG1 et
IgG2b mais peuvent également capter les IgG2a. En absence des récepteurs FcyRI
et FcyRIll, les cellules dendritiques CD8a- perdent leur capacité a présenter les
peptides issus de la digestion de complexes immuns tandis que les cellules
dendritiques CD8a+ gardent cette capacité ®9. De nombreux autres récepteurs
ayant une affinité pour différents types d’antigénes sont également impliqués dans
I'endocytose. Un récepteur typique des cellules dendritiques est le récepteur pour le
mannose (DEC-205) qui a une forte affinité pour les glycoprotéines.

La phagocytose ou la macropinocytose des antigenes peut également intervenir de

maniére directe dans la réaction des cellules dendritiques (fig 7).
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Phagocytose via le

Fc ou des
récepteurs
spécifiques au
Capture de complément
complexes immuns
via des FcR

Phagocytose

Récepteurs
spécifiques au
mannose ou aux
lipides

Macropinocytose

Fig. 7 : Différentes voies de capture d’antigéne par les cellules dendritiques

Une fois I'antigéne internalisé, la cellule dendritique va I'appréter (processing). Les
protéines sont coupées en peptides qui seront présentés a la surface de la cellule en
association avec le CMH dont la synthése aura été stimulée pendant le

« processing » de I'antigéne.
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Maturation Cytokines

Fig. 8 : Présentation de I'antigéne aux cellules T par les cellules dendritiques et activation des

lymphocytes.

Le complexe CMH-antigéne est reconnu par le récepteur TCR présent a la surface
des lymphocytes T. La costimulation par les marqueurs B7-1 ou B7-2 des cellules
dendritiques via le récepteur CD28 des lymphocytes T est requise pour que les
cellules T soient activées. L’activation des cellules T génére une production de
cytokines dont les effets paracrines sur les cellules dendritiques ne semblent pas
avoir fait 'objet de nombreuses études. Il a été décrit que I'lFN-y sécrété par les
lymphocytes T, ainsi que par les cellules présentatrice d’antigéne elle-méme
augmente la production d’IL-12 par ces derniéres ©". Par contre, I'lL-4 et I'lL-10 ont
un effet inhibiteur sur la production d’IL-12 par les cellules présentatrices d’antigéne
(62.535%) Toutefois, la maturation des cellules dendritiques est d’abord activée par le

« processing » de I'antigéne et le contact intercellulaire.

La maturation de la cellule dendritique réduit la densité des récepteurs a sa surface
et engendre une réorganisation du cytosquelette. La cellule se transforme en cellule

voilée dont la surface externe est trés importante (fig.5). La cellule dendritique
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mature perd sa capacité a capturer I'antigene en conséquence de la diminution de
ces récepteurs de surface. Par contre, elle augmente sa capacité a présenter
I'antigene et exprime de nouveaux marqueurs impliqués dans l'interaction cellulaire
avec la cellule T. Les CD80 et CD86 (appelé aussi B7-1 et B7-2) interagissent avec
le récepteur CD28 du lymphocyte T et jouent un réle important dans la polarisation
vers une réponse respectivement Th1 ou Th2 %) Le CD40 se lie au CD40L de la
cellule T. Ces interactions ont un effet costimulateur lors de la présentation de
'antigéne en association avec le CMH. En revanche, la cellule dendritique peut aussi
engendrer une tolérance contre un antigéne via deux mécanismes connus. Les
cellules dendritiques CD8a+ expriment le ligand CD95L en plus grande quantité que
les cellules dendritiques CD8a-. Ceci leur confére la possibilité de générer 'apoptose
des lymphocytes T CD4+ via la liaison avec le récepteur CD95 présent sur ces
derniers . Ce phénomeéne est certainement trés important pour réguler la
prolifération des lymphocytes T CD4+ et intervient lorsque leur nombre devient trop
important. Suite a cette étude, d’autres recherches ont été menées pour vérifier si la
régulation des lymphocytes T CD8+ était induite par le méme mécanisme. |l a été
démontré que le CD95 n’intervient pas mais que les cellules dendritiques CD8a.+
limitent la prolifération des cellules T CD8+ en diminuant leur propre production d’IL-
2 ®7_ Une autre étude a démontré que la diminution de la production d’IL-2 est aussi
importante pour la prolifération des cellules T CD4+. Cette diminution de I'lL-2 est
due a la présence de la molécule CD8a.+ elle-méme, mais pas aux molécules de
costimulation comme CD80 et CD86 ni aux facteurs solubles sécrétés par la cellule

dendritique.

En plus de ces réles de stimulation et de régulation, les sous-populations de cellules
dendritiques peuvent polariser la réponse et donc entrainer la production de
différentes cytokines par les cellules T selon qu’elles sont CD8a+, CD4+ ou CD8a-
CD4-. De nombreuses études ont été menées pour déterminer l'influence du type de
cellules dendritiques sur la polarisation de la réponse. En 1999, une étude démontre
que lorsque I'antigéne est présenté par les cellules dendritiques CD8a+ a des
cellules T naives, la réponse a tendance & étre polarisée vers Th1 ©®. Ce n’est pas
le cas avec les cellules dendritiques CD8a-. Les cellules dendritiques CD8a+ issues

de souris déficientes en IL-12 perdent cette propriété, indiquant que I'lL-12 est
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essentielle pour linitiation d’'une réponse Th1. Les cellules dendritiques CD8a+

(59

produisent plus d’IL-12 que les cellules dendritiques CD8a- ). Cette propriété

pourrait jouer un réle capital dans la polarisation de la réponse vers Th1.

Afin d’étudier I'effet de sous-populations particuliéres de cellules dendritiques sur
I'induction et la polarisation de la réponse immunitaire, il est possible de les purifier,
de les exposer a un antigéne et de les réinjecter a un animal naif. Des lymphocytes T
cytotoxiques sont stimulés en injectant des cellules dendritiques pulsées avec de la
B-galactosidase, un antigéne dérivé de cellules tumorales ©%. Les cellules
dendritiques CD8a.+, pulsée avec des peptides antigéniques issus du cytochrome ¢

de phaléne, générent une réponse immunitaire par injection sous-cutanée 1),

1.5.1.2 Les cellules T

Les lymphocytes T sont de petits lymphocytes portant a leur surface les molécules
CD3 et TCR. llIs expriment aussi les marqueurs CD8 ou CD4. Une minorité ne
présente ni CD8 ni CD4. lls sont issus de précurseurs médullaires exprimant les
marqueurs CD34 et CD44. lls migrent ensuite vers le thymus ou ils subissent une
maturation. Dans le thymus ils sont sélectionnés positivement par les molécules de
classe | et Il du CMH. En effet, les cellules ne reconnaissant pas le CMH meurent par
apoptose car elles ne présentent pas de TCR fonctionnel. Les lymphocytes T qui
sont activés par les molécules du CMH seules meurent également par apoptose car
ils représentent un danger. En effet, s’ils sont stimulés par le CMH de I'organisme
dont ils font partie, ils s’attaquent aux cellules saines et provoquent une maladie
auto-immune. Il faut donc que ces cellules soient éliminées. Les lymphocytes T
quittent ensuite le thymus et, par la circulation sanguine, gagnent les territoires
lymphoides secondaires. Les cellules Tyd sont présentes surtout dans la peau et les
muqueuses et, de manieére moins importante, dans les organes lymphoides
secondaires. Elles présentent la particularité de pouvoir étre stimulées sans la
reconnaissance des molécules du CMH alors que les cellules Taf§ ne reconnaissent

les antigénes qu’en association avec les molécules de classe | ou Il du CMH.
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Les lymphocytes T, stimulés par des antigénes présentés par les cellules
présentatrices d’antigene, proliferent et produisent des cytokines caractéristiques des
réponses ThO, Th1 ou Th2. Certaines cellules, dont la majorité expriment le

marqueur CD8+, entrainent la mort des cellules cibles.

1.5.1.3 Les cytokines

Les cytokines sont des protéines permettant la communication entre cellules. Méme
si le nombre de cytokines connues est tres important, nous nous concentrerons dans

ce travail, sur l'interféron-y (IFN-y), I'interleukine-4 (IL-4) et 'interleukine-10 (IL-10).

L’IFN-y est une des cytokines produite lors de réponses Th1.Cette cytokine est
produite par les « natural killler » et les lymphocytes T CD4 et CD8. Elle agit sur la
différenciation des monocytes en macrophages. Elle induit 'expression des
molécules du CMH de type | et joue un role prépondérant dans la destruction des
parasites intracellulaires des macrophages en induisant la production de métabolites

toxiques dérivés de I'oxygene et du monoxyde d’azote.

L’IL-4 est produite lors de réponses Th2. Elle est principalement produite par les
lymphocytes T CD4+ et les mastocytes. Elle agit comme facteur de croissance des
lymphocytes B et T, des mastocytes et des basophiles. Elle joue un role essentiel
dans la production des anticorps de type IgE et IgG1 qui sont des anticorps produits
lors d’hypersensibilité de type | chez la souris. Elle agit comme molécule inhibitrice
sur les macrophages et intervient dans la régulation des mécanismes inflammatoires.
L’IL-4 réduit la production d’IFN-y par les « natural killer », par les cellules B et par

les lymphocytes T.

Chez la souris, I'lL-10 est produite par les lymphocytes Th2. Elle est aussi produite
par les monocytes et les lymphocytes B. Elle induit la différentiation des cellules B en
plasmocytes et engendre une importante production d’anticorps. Elle inhibe la
production d’IFN-y. Elle agit également sur la présentation de I'antigéne en altérant la

costimulation des cellules T par le récepteur CD28 ©2. Par contre, I'lL-10 diminue la
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migration des cellules de Langerhans épidermiques de la souris ©3) 1l a aussi été
démontré que les cellules dendritiques de type CD8a- polarisent plus intensivement

la réponse immunitaire vers Th2 en présence de I'lL-10 ),

Aprés une infestation de souris BALB/c par [. ricinus, les cellules des ganglions
drainant le site de fixation des tiques produisent plus I'lL-10 que des cellules naives,
lors d’une restimulation a la conA in vitro ®®. Cette augmentation du taux d’IL-10 est
plus prononcée lors d’infestations multiples. La déplétion des cellules TCD4+ réduit
fortement la production d’IL-10 atteignant les valeurs des témoins négatifs. La
production d’IL-10 est donc liée aux cellules TCD4+ des ganglions drainant des

souris BALB/c lors de la piqQre de nymphes d’l. ricinus.

%) €7 qui bloque la

La salive des Ixodidae contient de la prostaglandine (PGE;) ¢
production des cytokines Th1 mais n’affecte pas la production des cytokines Th2 ©®.
Dans ce travail, nous avons utilisé de la salive contenant de la PGE,. Nous avons
éliminé cette substance des fractions chromatographiques d’EGS par ultrafiltration et
dialyse. Ainsi, nous pouvons exclure un effet de la PGE; lorsque nous travaillons

avec les fractions d’'EGS.

1.5.2 La composante humorale

1.5.2.1 Les anticorps

Dans le systeme I. ricinus — BALB/c, la production d’anticorps de type IgG1 a été

mise en évidence .

Il a été démontré que les souris infestées par des nymphes d'l. ricinus produisent des
anticorps contre une protéine de 25 kD tout comme les lapins infestés par des
femelles de cette espéce 9. Cette protéine est exprimée et excrétée dans la salive

des nymphes et des adultes mais elle n’a pas été détectée chez les larves.
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Les lapins développent progressivement une résistance contre les /. ricinus adultes
lors d’infestations successives. Cette résistance est caractérisée par une
prolongation du temps de repas, par un poids réduit des tiques gorgeées et une

(8 'immunité dure au moins 9 mois une fois

production réduite du nombre d’ceufs
acquise. Le titre d’anticorps circulants augmente chez le lapin. Le transfert de sérum
de lapins résistants a des lapins susceptibles leur confére une immunité 9 Les IgG
sont impliqués dans cette résistance et sont détectés dés le 6°™ jour de la premiére
infestation 'V, Les lapins fortement infestés développent des titres d’anticorps plus

élevés que les lapins faiblement infestés /2.

Le chien développe aussi des anticorps contre /. ricinus ("®. Ces anticorps réagissent

aussi avec les antigénes de Dermacentor reticulatus.

Le raton laveur développe une résistance contre Ixodes scapularis lors d’infestations
répétees (™) Le taux d’anticorps spécifiques, détectés dans le sérum de ces
animaux, augmente significativement. 90% des larves ne réussissent pas a se nourrir

complétement sur ces animaux.

L’Homme produit des anticorps contre la calréticuline de tique lorsqu’il est piqué par
I. scapularis "> Ces anticorps ont été détectés par ELISA en utilisant de la
calréticuline recombinante. Il existe une corrélation entre la présence d’anticorps
dirigé contre I. pacificus et le risque d’infection par B. burgdoferi dont elle est le

vecteur .

Deux cas d’anaphylaxie humaine ont été observés apres piqlre de tique en Espagne
(6) ' Afin de déterminer I'espéce responsable, des extraits de tiques molles et dures
ont été utilisés dans un test cutané. Une réaction a été constatée pour certaines
espéces de tiques dures seulement. Par ELISA et WB, un fort taux d’'lgG spécifiques
aux tiques dures a été révélé. Un des cas seulement s’est révélé positif pour les IgE.
Les résultats immunologiques semblent désigner /. ricinus comme responsable des

réactions anaphylactiques.
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1.5.2.2 Le systéme complément

Il a été démontré une augmentation du C3 circulant (composant central du systéme
complément) lors de l'infestation de lapins par des Ixodes ricinus adultes ), Lorsque
I'on diminue la quantité du C3 chez les cochons d’Inde par injection de facteur de
venin de cobra, 'immunité contre D. andersoni est diminuée ®. Par contre, les
cochons d’Inde déficients en C4 développent une résistance ), indiquant ainsi que
seule la voie alterne est activée par la salive de tique. Lawrie et al. (1993) ont montré
I'effet anti-complémentaire d’EGS d’/xodes par des tests d’hémolyse. En particulier, /.
ricinus inhibe la voie alterne du systeme complément chez ’'Homme, le chevreuil, le

hérisson et le pigeon, mais pas chez le chien ©°.

1.6 Buts du travail

La polarisation de la réponse anti-tique de la souris vers Th2 a été clairement mise
en évidence. La nature des éléments de la salive de la tique a toujours été

considérée comme le facteur déterminant de cette polarisation.

Nous désirons comprendre comment les cellules Ty5 et dendritiques de I'hote
contribuent a cette polarisation. L’induction de la réponse est particulierement
importante. Les cytokines produites lors d’'un type de réaction Th1 ou Th2 inhibant

l'autre, la polarisation est difficilement inversée une fois déterminée.

Avant d’étudier les principales cellules impliquées dans la polarisation de la réponse,
nous examinons quels sont les tissus produisant de I'lL-4 durant I'infestation. Nous
étudions la production de cytokines dans la peau (épiderme et derme). La peau est
le premier tissu en contact avec les antigénes salivaires de tiques. Les cellules Tyd
n’ont pas besoin que I'antigéne leur soit présenté en association avec les molécules
du CMH des cellules présentatrices d’antigéne pour étre stimulées. Elles

représentent la majorité des lymphocytes T de I'épiderme.
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Les ganglions et la rate sont également impliqués dans la réponse immunitaire anti-
tique. Les cytokines produites par ces organes nous informent sur 'induction et la

polarisation de la réponse.

De nombreuses études ont été réalisées sur les lymphocytes dans leur ensemble et
particulierement sur les lymphocytes T. Cependant, ces études se focalisaient sur les
conséquences et non les causes de la polarisation Th2. Nous voulons connaitre
I'évolution de la production de cytokines dans les ganglions drainant le site de
fixation des tiques. Comme la rate réagit fortement, nous déterminons les cellules
responsables de la production d’IL-4. L’étude des populations cellulaires séparées

nous permet d’atteindre ce but.

Les récents progrés de la connaissance des cellules dendritiques montrent leur

capacité a polariser la réponse en amont de la chaine de réactions immunitaires.

Les cellules dendritiques jouent un réle important dans la stimulation, la régulation et
la polarisation de la réponse des cellules T. C’est pour cette raison que nous les
avons étudiées dans le systéme souris l.ricinus. Nous pensons que si les
composants de la salive de tique restent essentiels a la polarisation de la réponse, |l
se peut que la nature des cellules immunitaires impliquées dans cette réponse chez
la souris contribue aussi a la polarisation Th2. Par conséquent, nous avons étudié
l'influence des différentes populations de cellules dendritiques dans cette

polarisation.

L’effet des cellules dendritiques est indirect. Elles influencent la réponse des cellules
T. Il est nécessaire d’observer le comportement de ces lymphocytes pour évaluer
I'importance des cellules dendritiques. Nous avons élaboré une stratégie de

« pulsing » des cellules dendritiques in vitro. Le fait de mettre les cellules
dendritiques isolées en présence de I'antigene in vitro nous permet d’exclure
I'intervention d’autres cellules lors de la réaction des cellules dendritiques avec les
antigénes. Ce n’est qu’aprés les avoir injectées a des animaux naifs que nous
pouvons observer I'effet des cellules dendritiques sur les cellules T. De plus, nous

pouvons isoler les différentes sous-populations de cellules dendritiques. La
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polarisation de la réponse des cellules T est observée, pour les cellules dendritiques
CD8a+, CD4+ et CD8a-/CD4-.

Comme il est connu que nous pouvons constater des différences de polarisation
selon les sous-populations de cellules dendritiques utilisées, nous avons pulsé ces
cellules avec différentes fractions chromatographiques d’EGS d’/. ricinus. Ceci nous
permet de mieux déterminer les protéines activant les cellules dendritiques. Les
fractions chromatographiques sont composées d’une diversité plus faible de
protéines que 'EGS complet. Il est ainsi plus facile de distinguer les protéines

responsables de la réaction des cellules dendritiques.
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2. Matériel et méthodes

2.1 Matériel

2.1.1 Souris

Fig. 9 : Souris BALB/c femelles

Les souris utilisées pour les différentes expériences sont des femelles de souche
BALB/c/CBYJICO (fig 9) agées de 5 semaines et provenant des laboratoires Charles
River (lffa Credo), Domaine des Oncins / BP 0109, Saint-Germain sur L’Arbresle,

69592 L’Arbresle (France)
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2.1.2 Lapins

Les lapins nécessaires a la nutrition des tiques adultes appartiennent a la souche
N.Z.W. et proviennent de I'Elevage scientifique des Dombes, ROMANS, 14000
Chatillon-sur-Chalaronne (France). Ce sont des males agés d’environ 4 mois et

pesant au moins 3 kg.

Fig. 10 : Lapins N.Z.W utilisés pour la nutrition des tiques /. ricinus. Ici en conditions stériles a

I'élevage scientifiques des Dombes. Photo de I'élevage scientifique des Dombes (France)

2.1.3 Tiques

Les tiques utilisées dans ce travail sont des larves et des femelles d’I. ricinus élevées

en laboratoire ©").

1 mm

Fig 11 : Femelle et larve d’l. ricinus.

Laboratoire d'immunologie Université de Neuchatel



Matériel et méthodes 31

2.1.4 « Thermocycler » (appareil a PCR)

Les PCR et les rétrotranscriptions sont effectuées a I'aide d’'un « thermocycler »

Eppendorf de type « Mastercycler personnal ».

2.1.5 Compteur a scintillation

Nous effectuons les mesures d’incorporation de thymidine tritiée a I'aide d’'un

compteur a scintillation de type Kontron MR 300.

2.1.6 Lecteur ELISA

Le lecteur ELISA utilisé est de type Dynatech MR 7000.

2.1.7 Incubateur

L’incubateur pour la culture cellulaire est de type Hera cell.

2.1.8 Chromatographie

Le dispositif est un FPLC ®, Pharmacia ® (fig 12) constitué de deux pompes

Fig. 12 : FPLC ®. Pharmacia
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connectées a un contréleur de type LCC-500, d’'une colonne MonoQ 5/5 ® et d’'un

collecteur de fractions.

2.2 Méthodes

2.2.1 Infestation des lapins

Les tiques sont maintenues dans des tubes en verre dont le bouchon plastic est
percé d’'une multitude de trous permettant a 'air de circuler. Les tubes sont placés a
I'intérieur d’'une boite, laquelle contient également un récipient ouvert rempli d’eau
pour assurer une atmosphére suffisamment humide.

Pour éviter que les tiques ne s’échappent des tubes lors de leur ouverture, ces
derniers sont préalablement placés dans de la glace pilée environ 15 minutes avant

l'infestation. Le froid diminue I'activité des tiques.

Afin d’obtenir de la salive d’/. ricinus et d’en disséquer les glandes salivaires, les
femelles sont partiellement gorgées sur des lapins qui n’ont encore jamais été piqués
par des tiques. Nous plagons des fourreaux en tissus sur les oreilles du lapin. Nous
prenons soin de bien les fixer a I'aide de bande adhésive en tissu. Nous introduisons
40 femelles et une dizaine de males par oreille. Les males se nourrissent rarement
mais servent a stimuler les femelles et les incitent a se gorger. Les fourreaux sont
fermés a 'aide du tissu adhésif. Une minerve est placée autour du cou du lapin pour
eviter qu’il n'arrache les fourreaux en se grattant. Entre la collerette et le cou du
lapin, il faut pouvoir introduire un doigt mais pas davantage. Pendant toute
I'opération de placement des tiques, le lapin est maintenu emmailloté dans un linge
éponge. Il est important que ce dernier soit replié sous le lapin pour lui maintenir les

pattes arrieres et éviter qu’il ne se blesse le dos.

On laisse les tiques se nourrir de sang pendant 5 jours et demi. Aprés cette période,
le lapin est de nouveau placé dans le linge éponge et la collerette enlevée. Nous
Otons les fourreaux et récupérons les tiques détachées qui sont généralement peu

nombreuses. Les tiques encore fixées sur les oreilles sont prélevées a 'aide d’'une
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pince a tique de la Migros ( fig. 13) en les faisant tourner. Ainsi, le rostre est

généralement intact.

Fig 13 : Pince a tique.

2.2.2 Infestation des souris

Les tubes de larves d'l. ricinus sont maintenus dans les mémes conditions que les
tubes d’adultes. lls sont également placés dans la glace pilée pour éviter que les
larves ne s’échappent lors de I'ouverture des tubes.

Avant l'infestation, les souris sont anesthésiées a I'aide de 0.04 ml d’'un mélange de
Xylasol ® et Narketan ® en proportion 5 :8. Le tour des oreilles est ensuite tondu.
Deux tubes Eppendorf™ de 0.5 ml dont le bouchon et la partie conique ont été
coupés sont fixés autour des oreilles a I'aide d’'un mélange de colophonium et de cire
d’abeille (4 :1) préalablement fondu au bain-marie. 10 larves par oreille sont
introduites dans les tubes a 'aide d’'une pince. Une collerette en linoléum est placée
autour du cou de la souris pendant tout le temps de l'infestation. Les souris infestées
sont maintenues isolément dans des cages de type Macrolon I, lesquelles sont

placées dans un bac d’eau pour récolter d’éventuelles larves échappées.
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2.2.3 Mise a mort des souris

Les souris sont mises a mort par dislocation des vertébres cervicales.

2.2.4 Dissection des souris

Lors de la dissection des souris, nous prélevons les ganglions drainants (ganglions
cervicaux) qui augmentent de volume lors d’'une infestation, les oreilles pour
examiner I'épiderme et le derme au site de fixation des larves, ainsi que la rate. Les

souris témoins ont subi les mémes opérations mais n’ont pas été infestées.

2.2.5 Récolte de la salive d’l. ricinus

Les femelles /.ricinus nourries 5 jours et demi sur un lapin naif sont collées sur un
papier adhésif. Dans 'hémocoele, nous leur injectons environ 5 ul d’'une solution de
PBS ( NaCl 0.14 M, Na;HPO4 8.35 mM, KH;PO4 1.5 mM et KCI 2.7 mM, pH7),
dopamine (3-hydroxytyramine hydrochloride) 0.02 % (Fluka™) a I'aide d’'une seringue
munie d’une aiguille fine (Microlance 3 30GA1/20.3x13, Becton Dickinson) . La
solution de dopamine est préparée fraichement et conservée dans la glace a I'abri de
la lumiere. Un capillaire de type Duran ® Ringcaps (Hirschmann Laborgerate) coupé
en pointe est alors placé autour du rostre en prenant soin de ne pas inclure les
palpes. La salive est récoltée dans le capillaire. Lorsque le niveau est satisfaisant
(environ 10 minutes apres l'injection de la dopamine) le contenu du capillaire est
récupéré dans un tube de 0.5 ml plongé dans la glace pilée. |l ne faut pas espérer
récolter plus de 3 ul de salive par tique en moyenne. Dans les concentrations
utilisées, la dopamine n’engendre pas d’interférence sur la prolifération cellulaire et la

production de cytokine, comme démontré in vitro (Mejri, communication personnelle).
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2.2.6 Extrait protéique de glandes salivaires d’l. ricinus (EGS)

Nous prenons les glandes salivaires des tiques utilisées pour la salivation. La tique
est fixée a 'aide d’'une épingle sur de la cire. La cuticule est alors découpée de
maniére radiale a 'aide d’'une lame de rasoir. La partie dorsale de la cuticule est
enlevée ainsi que l'intestin. La paire de glandes salivaires, alors visible sous la forme
de grappes de raisin, est prélevée délicatement et plongée dans une solution PBS
(NaH2P0O4.H20 10mM, KoHPO4 40mM, NaCl 120mM, pH7.4), PMSF (phenyl-methyl-
sulphonyl-fluorid 1TmM, EDTA 1mM) a 4°C a raison de 60 paires de glandes
salivaires par ml de solution. Le tout est broyé a I'aide d’'un homogénéisateur pour
tube Eppendorf™ et centrifugé a 10'000 g pendant 20 min. Le surnageant est dialysé
une nuit contre 3 litres de tampon (Tris 20mM, NaCl 50mM, pH 7.5) a 'aide d’'une
membrane de type Spectrapor® CE MWCO 3000. L’extrait est conservé a —20°C.

2.2.7 Dosage des protéines de 'EGS

Le dosage des protéines s’effectue par le test BCA (BCA Protein Assay kit, Pierce)
selon le protocole pour microplaque du fournisseur. Chaque échantillon est testé 2

fois a 4 concentrations différentes. La concentration finale est de 40 mg/ml.

2.2.8 Fractionnement de ’'EGS par chromatographie

L’EGS est fractionné par FPLC ®. Les pompes A et B sont respectivement remplies
des tampons A (20mM Tris-HCI pH 7.5, 50mM NaCl) et B (20mM Tris-HCI pH 7.5,
600mM NaCl). La colonne est équilibrée et activée par la méthode d’activation (voir

annexe). Ces conditions ont déja été utilisées dans des travaux antérieurs ¢V, 4.

0.5 ml d’EGS dont la concentration protéique est de 40 mg/ml sont dilué dans 2 ml
de tampon A. Cette solution est filtrée a travers un Acrodisc® de 0.2 um de porosité,
puis introduite dans une boucle d’échantillon de 2 ml et injecté dans la colonne a

I'aide de la méthode de charge de I'échantillon (voir annexe). Les protéines qui
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n’interagissent pas avec la matrice échangeuse d’anions sont éluées. Il est important

de laver la colonne avec le tampon A jusqu’a ce que la ligne de base soit atteinte.

L’élution des protéines fixées peut commencer. Nous utilisons un gradient linéaire en
NaCl de 50 mM a 600 mM en 20 ml. Nous récupérons 40 fractions de 0.5 ml selon la

méthode décrite dans 'annexe.

2.2.9 Dialyse des fractions

Les 40 fractions obtenues par FPLC ® doivent étre dialysées pour éliminer le Tris et
le surplus salin. Le Tris inhibe la prolifération cellulaire et la production de cytokines
en culture (Mejri, communication personnelle). Nous utilisons une membrane de type
Spectrapor ® CE 3000 et un tampon PBS 50 mM pH 7.4. La dialyse dure une nuit a

4°C contre 3 litres de tampon.

2.2.10 Concentration des fractions

Aprés un dosage des protéines par BCA, Pierce ®, les fractions sont concentrées 10
fois pour atteindre une concentration optimale a la stimulation cellulaire déterminée
dans un travail antérieur (100ug/ml) ). Nous les concentrons a I'aide de tubes de
microfiltration de type VectaSpin Micro (MWCO 12 K), Whatman ®. Le protocole du

fabricant est suivi a la lettre.

Les mémes fractions ainsi obtenues ont été utilisées pour tous les tests.

2.2.11 Enrichissement des cellules dendritiques

3 souris sont disséquées et leurs rates sont prélevées. Elles sont directement
immergées a 4°C dans une solution de Hank’s (HBSS sans calcium ni magnésium,
Gibco BRL ®) selon les conseils du fournisseur du kit d’enrichissement cellulaire
StemSep ®. Les rates sont dilacérées a 'aide d’'une pince dans 10 ml de HBSS. La

suspension cellulaire est centrifugée 10 min a 210 g a 4°C. Le surnageant est jeté et
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le culot resuspendu dans 10 ml d’ACK (NH4CI 0.15M, KHCO3; 1mM; Na;EDTA
0.1mM, pH 7.4). Cette suspension est centrifugée 10 min a 210 g a 4°C. Le culot est
resuspendu dans du HBSS, 5 % FCS, 1mM EDTA (milieu de séparation). La
suspension est passée a travers un filtre nylon de type « Toile bluter nylon », maille
37 um, Polylabo ® pour éliminer les agglomérats de cellules et les débris de tissu
conjonctif. Les étapes de centrifugation, resuspension dans le milieu de séparation et
filtration sont répétées jusqu’a I'obtention d’'une suspension homogéne. Nous
opérons ensuite un prélevement de 10 ul de la suspension que nous mélangeons
avec une solution de bleu Trypan 0.4 %, Sigma ®. Les cellules vivantes sont
comptées a l'aide d’'une cellule de Neubauer et un microscope inversé (Olympus)
avec filtre vert, au grossissement 100x. La densité de la suspension cellulaire est
ajustée a 5-10” cellules par ml de milieu de séparation. Cette suspension est placée
15 min a 4°C. Nous ajoutons ensuite 10 ul de « cocktail for murine mature dendritic
cell enrichement », Stemsep ® par ml de suspension cellulaire. Nous mélangeons
soigneusement et plagons la suspension a 4°C pendant exactement 15 min. Pendant
ce temps d’incubation, les cellules indésirables sont marquées par les anticorps
biotinylés présents dans le cocktail (fig 15 A et B). La suspension est lavée
(centrifugation a 210 g et resuspension dans le milieu de séparation). La densité doit
rester aux alentours de 5-10” cellules par ml. Nous ajoutons 100 ul d’anticorps
tétramérique anti-biotine, Stemsep ® par ml de suspension cellulaire (fig 15 A et B).

Nous mélangeons soigneusement et plagons la suspension a 4°C pendant 15 min.

Aimant
Fig 14 : Dispositif de séparation cellulaire
/ StemSep®. Image tirée du manuel d’utilisation

du dispositif, StemCep ®.

Seringue || .
g Colonne avec matrice

Vanne

Tube collecteur

60 ul de colloide magnétique, Stemsep ® sont ajoutés (fig 15 A et B). La suspension
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incubée pendant 15 minutes a 4°C sous une légére agitation (agitateur alternatif).

Pendant I'incubation la colonne de séparation Stemsep ® est montée (voir fig. 14).

Nous remplissons la colonne de milieu de séparation via la seringue en éliminant
toutes les bulles qui seraient emprisonnées dans la matrice métallique. Nous lavons

la colonne avec 8 ml de milieu de séparation. La colonne ne doit sécher a aucun

Ajout du cocktail
d’anticorps biotinylés

Biotinylated Anti- nti- Pe Cellules indésirables
Antibody  Biotin .,

Cell Cellules désirée

Lavage
Magnetic »
Cofloid Ajout du complexe

Y danticorps

tétramérique, incubation

et ajout du colloide

magnétique
Passage de la

E suspension cellulaire a
travers la colonne placé
dans I'aimant
Les cellules indésirables
sont fixées dans la

négative Figures tirées du manuel. * colonne.

.

Fig 15 : (A) Principe de la
sélection cellulaire (B) Procédure

de la sélection cellulaire

Récupération des cellules

moment. Nous ajustons le niveau de milieu de séparation a celui de la matrice
métallique. Nous chargeons la suspension cellulaire en haut de la colonne. Nous
laissons ensuite I'éluat couler dans un tube collecteur (fig 14) et ajoutons 8 ml de
milieu de séparation sur la colonne. L’éluat contient les cellules désirées (voir fig. 15
B). Les cellules sont & nouveau comptées et ajustées a une densité de 5-107 cellules
par ml. Toutes les opérations sont répétées une fois pour obtenir une pureté de

cellules supérieure a 90 % en accord avec le fournisseur du Kkit.

2.2.12 Enrichissement des sous-populations de cellules dendritiques

A partir d’'une suspension de 10’ cellules dendritiques enrichies par ml (chap 2.2.11),
la sélection des cellules dendritiques CD8a+ se fait en ajoutant 20 ug d’anticorps 1gG
purifié de rat anti-CD8a+ murin, Pharmingen ®. Nous incubons le tube a 4°C

pendant 45 min sous légére agitation (agitateur alternatif) afin de favoriser le contact

entre les cellules et les anticorps. Nous centrifugeons la suspension a 210 g 10 min.
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Nous jetons le surnageant et resuspendons le culot dans le méme volume de milieu
de séparation. Nous introduisons 8-10° billes magnétiques de type Dynabeads ® M-
450 revétues d’anticorps de mouton anti-lgG de rat par ml de suspension. La
suspension est incubée 45 min a 4°C sous légére agitation. Le tube est placé dans
un aimant Dynal ® adapté a son volume. Le surnageant récupéré contient les
cellules dendritiques qui n’expriment pas le marqueur CD8a a leur surface. Le culot
retenu dans le tube par I'aimant contient les cellules dendritiques CD8a+. Pour
'enrichissement des cellules dendritiques CD8a- CD4+, nous repartons du
surnageant et recommencgons une isolation en remplagant le premier anticorps par
un anticorps IgG de rat anti-CD4 murin. Le culot final contient par conséquent les
cellules dendritiques CD8a- CD4+ et le surnageant les cellules dendritiques CD8a-
CD4-.

2.2.13 « Pulsing » et injection des cellules dendritiques

Les suspensions de cellules dendritiques sont centrifugées a 210 g pendant 10 min a
4°C. Elles sont resuspendues a une densité de 10° cellules par ml dans du milieu
RPMI complet (RPMI 1640 Gibco BRL ®, 10% Sérum feetal de veau (FCS) Gibco
BRL ®, 2mM L-glutamine Gibco ®, 1mM pyruvate de sodium, 1% acides aminés non
essentiels Gibco BRL ®, 0.05mM 2-mercaptoéthanol Sigma ®, 10 U/ml
Pénicilline/Streptomycine KCbiological ®, 0.25ug/ml Fungizone Gibco BRL ®). Ces
suspensions sont réparties dans une microplaque 96 puits a raison de 100 pl par
puits. Les puits périphériques sont remplis de milieu. Nous introduisons 10 ul ’'EGS
ou de fractions correspondant a 10 ug de protéines ou 3 ul de salive. La microplaque
est placée dans I'incubateur pendant 24 h a 37°C et 5% CO.. Le contenu de chaque
puits est récupéré en décollant les cellules adhérantes a I'aide de la pointe de la
pipette et centrifugé a 210 g 10 min a 4°C. Le surnageant est éliminé et les cellules
sont resuspendues dans 50 ul de PBS 50 mM pH7.4. Les suspensions sont injectées

aux souris de maniére sous-cutanée sur la nuque.
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2.2.14 Prélevement de la peau et séparation de I’épiderme et du derme

L’endroit le plus adapté au prélévement et a la séparation de I'épiderme et du derme
chez la souris est l'oreille. Le fait qu’il n’y ait pas de poil évite le rasage qui pourrait
engendrer une réaction non spécifique due a I'abrasion.

Nous prélevons les oreilles de 5 souris pour obtenir suffisamment de cellules pour la
séparation cellulaire, la mise en culture ou I'extraction de 'ARN. Les oreilles sont
immergées dans du HBSS, puis brievement plongées dans de I'éthanol 70% et
immergées dans du HBSS. L'oreille est séparée en deux parties dorsale et ventrale,
dans le sens de I'épaisseur. Le cartilage de l'oreille reste collé a la partie ventrale qui
est éliminée. La partie dorsale est étendue face interne collée a un couvercle de
microplaque. Il est important que la peau ne se desseche pas. L’opération prend
environ 5 min. Les peaux sont alors placées en flottation sur une solution de trypsine
(Sigma, Type Xl) a 0.2 % dans du HBSS pendant 30 min & 37°C. Les peaux sont a
nouveau étendues face interne contre le bas sur un couvercle de microplaque en
plastique. A l'aide de deux pinces, I'épiderme est séparé du derme. Les deux tissus
peuvent étre récupérés. Pour préparer les cellules de I'épiderme, il convient de
couper ce dernier en fines lamelles que nous broyons sur un treillis métallique en
inox, Cell dissociation sieve tissu grinder kit, Sigma ®. Ensuite, le broyage

meécanique sur treillis métallique avec un pistil en verre permet d’isoler les cellules.

2.2.15 Enrichissement des cellules Tyd et des cellules de Langerhans

Pour isoler les cellules Tyd, nous utilisons une sélection positive a partir des cellules
de I'épiderme ou de la rate, le kit Dynal ® de sélection négative ne nous permettant
pas d’isoler cette population cellulaire. La population des cellules Tyd dans la rate est
trés minoritaire. Nous ajustons la densité de cellules a 5-107 cellules par ml de
tampon HBSS, 5 % FCS, 1 mM EDTA. Nous introduisons 20 ug d’anticorps 1gG
biotinylés de Hamster anti-yd murin, Pharmingen ® par ml de suspension. Nous
plagons le tube 45 min a 4°C sous légére agitation, puis centrifugeons la suspension
a 210g 10 min a 4°C et jetons le surnageant. Nous resuspendons le culot dans le

méme volume et ajoutons 4-10° Dynabeads ® M-280 revétue de streptavidine.
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Les cellules de Langerhans sont enrichies en utilisant le kit StemSep ®. Une
suspension cellulaire ajustée a 510" cellules est incubée 15 min & 4°C. Nous
introduisons 10 ul de « cocktail for murine mature dendritic cell enrichement »,
StempSep ® par ml de suspension. Nous mélangeons soigneusement et plagons la
suspension a 4°C pendant exactement 15 min. Pendant ce temps d’incubation, les
cellules indésirables sont marquées par les anticorps biotinylés présents dans le
cocktail (fig 15 A et B). La suspension est lavée (centrifugation a 210 g et
resuspension dans le milieu de séparation). La densité doit rester aux alentours de
5-10" cellules par ml. Nous ajoutons 100 ul d’anticorps tétrameérique anti-biotine,
Stemsep ® par ml de suspension cellulaire (fig 15 A et B). Nous mélangeons
soigneusement et placons la suspension a 4°C pendant 15 min. 60 ul de colloide
magnétique, Stemsep ® sont ajoutés (fig 15 A et B). La suspension incubée pendant
15 min a 4°C sous une légere agitation (agitateur alternatif). Pendant l'incubation la

colonne de séparation Stemsep ® est montée (voir fig. 14).

Nous remplissons la colonne de milieu de séparation via la seringue en éliminant
toutes les bulles qui seraient emprisonnées dans la matrice métallique. Nous lavons
la colonne avec 8 ml de milieu de séparation. La colonne ne doit sécher a aucun
moment. Nous ajustons le niveau de milieu de séparation a celui de la matrice
métallique (environ 1.5 ml de tampon). Nous chargeons la suspension cellulaire.
Nous laissons ensuite I'éluat couler dans un tube collecteur (fig 14) et ajoutons 8 ml
de milieu de séparation sur la colonne. L’éluat contient les cellules désirées (voir fig
15 B). Les cellules sont & nouveau comptées et ajustée a une densité de 5-10°
cellules par ml. Toutes les opérations sont répétées une fois pour obtenir une pureté

de cellules supérieure a 90 %.

2.2.16 Enrichissement des cellules TCD4 et TCD8

Pour I'enrichissement des deux populations de cellules, nous suivons exactement le
méme protocole que pour les cellules dendritiques sauf que les cocktails d’anticorps

utilisés sont respectivement le « cocktail for murine CD4 T cells enrichement » et le
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« cocktail for murine CD8 T cells enrichement » Stemsep ®. Nous ajustons la densité
a 5-107 cellules par ml de suspension dans du HBSS, 5%FCS, 1 mM EDTA. Nous
plagons les deux tubes a 4°C. Nous ajoutons 10 ul de cocktail pour I'enrichissement
des cellules TCD8+ par ml de suspension. Nous mélangeons soigneusement et
laissons incuber a 4°C pendant 15 min exactement. Nous centrifugeons a 210 g
pendant 10 min a 4°C. Nous jetons le surnageant. Nous resuspendons les cellules
dans du HBSS 5 % FCS, 1 mM EDTA. Nous centrifugeons a nouveau a 210 g
pendant 10 minutes a 4°C. Nous resuspendons les cellules dans du HBSS 5 % FCS,
1 mM EDTA. 100 pul d’anticorps tétramérique anti-biotine sont ajoutés par ml de
suspension. Le tout est mélangé soigneusement et incubé 15 min a 4°C. Enfin, nous
ajoutons 60 ul de colloide magnétique par ml de suspension. Nous laissons incuber
a 4°C pendant 15 min sous légere agitation (agitateur alternatif). La suite se déroule

avec le Kit Stemsep (chap 2.2.11).

2.2.17 Culture cellulaire

Les cellules sont mises en culture 5 jours a 37°C et 5% CO; dans les puits d’une
microplaque (Falcon ®, 3072) avec couvercle a raison de 100 ul de culture par puits.

Les puits périphériques sont remplis de milieu RPMI complet.

2.2.18 Test de prolifération cellulaire

Le protocole décrit dans un travail antérieur est suivi ©.

Aprés 72h de culture cellulaire, 10 ul de RPMI complet contenant I'équivalent de
1uCi de thymidine tritiée (1uCi/ul, activité spécifique : 25 Ci/mmol), Amersham
Pharmacia Biotech ® sont ajoutés par puits. 24 heures aprés I'ajout de la thymidine
tritiée, le contenu des puits est récupéré dans des tubes de 0.5ml. Nous
centrifugeons les tubes 15 min. a 14000rpm (centrifugeuse 5417 R, Eppendorf).
Nous récoltons le surnageant que nous plagons a — 20°C pour un dosage de
cytokines par ELISA (chap 2.2.19). Le culot est resuspendu dans 150ul de SDS

(sodium dodécyl sulfate) 1% et agité au « vortex » . Les suspensions subissent 3 min
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d’ultrasons dans un bain (Elmi, Transsonic Digital) a pleine puissance. Les cellules
libérent ainsi leur ADN. Les suspensions sont ensuite déposées sur des disques en
fibre de verre (22 mm de diametre). Nous effectuons un premier lavage des filtres
dans un bain d’acide trichloroacétique (TCA) 10% pendant 15 min a 4°C (volume de
TCA = nombre de filtres x 10 ml). Puis, nous lavons les filtres a deux reprises dans
un bain d’éthanol 80% pendant 15 min a 4°C puis dans un bain d’éthanol absolu
pendant 15 min a température ambiante. L’ADN est ainsi fixé sur les diques et lavé. |
faut ensuite sécher les filtres pendant 15 min au moins en les disposant sur un papier
buvard et en ménageant un léger courant d’air. Nous plagons les filtres séparément
dans des vials de comptage a scintillation (Life System Design) et ajoutons 2ml de
liquide a scintillation (0.5 % de 2,5-diphényloxazol (PPO), 0.01 % de 2,2’-p-phényl-
bis-(5-phényloxazol) (POPOP) dans du toluéne). Les vials sont placés 1 heure a 4°C

puis dans le compteur a scintillation.

Les paramétres du compteur a scintillation figurent en annexe.

Le résultat du témoin négatif est soustrait des valeurs obtenues sur les échantillons

testés.

2.2.19 Dosage des cytokines par ELISA

Les cytokines présentes dans les surnageants de culture sont dosées par ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Pour chaque cytokine, le mode opératoire
est le méme. Seul I'anticorps primaire, biotinylé et le standard changent. Les
anticorps de rats anti-cytokines murines purifiés (Pharmingen ®) sont dilués dans le
« coating buffer » (0.1M NaHCOs, pH 8.2) a une concentration de 4ug/ml. Nous
distribuons 100pl de cette solution dans les cupules d'une microplaque pour test
ELISA (Immulon, Dynatech ®).Le temps de fixation est d’une nuit 4 4°C. La plaque
est ensuite lavée 2 fois avec 200ul/puits de tampon PBS (0.14 M NacCl, 8.35 mM
NayHPOy4, 1.5 mM KH2PO4 2.7 mM KCI, pH7.0)-Tween 20 (Sigma) 0.05%. A la fin

des lavages, nous évacuons le liquide de ringage en tapant la plaque sur un papier
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absorbant. Dans chaque puits, nous plagons 200ul de tampon PBS-FBS 10% pour
saturer les sites de fixation libres de la microplaque. L’incubation dure 2 heures a
température ambiante. Nous effectuons ensuite 3 lavages, aprés quoi nous
introduisons 100ul de surnageant de culture non dilué ou 100ul des standards
(cytokines recombinantes, Pharmingen ® et stockées a une concentration de 50
ug/ml). La courbe des standards est une dilution de 1/400 a 1/ 25600 dans du PBS-

FBS 10%) et comprend les témoins négatifs (incubation avec du tampon de dilution

seul). L'incubation prend une nuit & 4°C. Ensuite, nous effectuons 3 lavages. Les
anticorps anti-cytokines biotinylés sont dilués a 2ug/ml dans du PBS-FBS 10%.
100ul/puits de cette solution sont introduits y compris dans les puits de la courbe
standard. La plaque est incubée 45 minutes a température ambiante. 3 lavages sont
a nouveau opeérés. L’avidine-peroxydase, Sigma ® (conservée a une concentration
de 0.1 % dans du glycérol 50%) est diluée 400x dans du PBS-FBS, puis cette

solution est répartie a raison de 100ul/puits. La plaque incube 30 min a 37°C. 4
lavages suivent cette étape. Nous préparons une solution fraiche contenant 0.03 %
d'ABTS (Sigma ®) dans de I'acide citrique 0.1M, pH 4.35 et 0.1 % H>O2. Nous
répartissons cette solution a raison de 100ul/puits. Nous laissons incuber la plaque
30 min a température ambiante a I'abri de la lumiére. La plaque est lue a une
longueur d’'onde de 405nm. Cette méthode permet I'évaluation de concentration se
situant entre 0.156.25 et 10 ng/ml.

2.2.20 Extraction d’ARN

2.2.20.1 Extraction d’ARN a partir de tissus

Les tissus prélevés sont directement plongés dans 1 ml de solution de stabilisation
de 'ARN (RNAlater ®, Qiagen ®). Nous évitons ainsi une dégradation de 'ARN.
Pour obtenir assez de matériel, nous avons utilisé une rate, 2 ganglions ou 2 oreilles
pour I'épiderme et le derme par test. Les échantillons sont conservés a 4°C moins
d’'une semaine. Les échantillons sont incubés 30 min a température ambiante et
centrifugés 5 min a 210 g. La solution de stabilisation de 'ARN est éliminée par

pipetage. L’ARN est extrait a I'aide du kit d’extraction d’ARN Purescript ® , Gentra™
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selon le protocole du fabricant. L’homogénéisation des tissus dans 300 pul de tampon
est accélérée grace a l'usage d’un pistil pour tube, (Polylabo), tubes « Rnase free »
(Axygen). Le culot d’ARN récolté est dilué dans 30 ul d’eau sans Rnase (Gentra) est

conservé a — 20°C.

2.2.20.2 Extraction d’ARN a partir de cellules isolées de tissus ou de culture cellulaire

10° cellules sont centrifugées a 210 g pendant 10 min & 4°C. Le surnageant est
éliminé et 1 ml de solution de stabilisation d’ARN (RNAlater, Qiagen) est ajouté dans
le tube. L’échantillon est conservé a 4°C moins d’'une semaine. L’échantillon est
ensuite centrifugé a 210 g pendant 5 min a température ambiante. La solution de
stabilisation de 'ARN est éliminée. L’ARN est extrait a 'aide du kit Rneasy mini ®,
Qiagen ® en suivant le protocole pour I'extraction d’ARN a partir de cellules
provenant de culture. Quelques modifications sont toutefois apportées. Le -
mercaptoéthanol n’est pas ajouté a la solution de lyse cellulaire. La lyse cellulaire est
avantageusement effectuée a 'aide d’'un Qiashredder ®, Qiagen ®. L’élution se fait
dans 30 pl d’eau passés deux fois sur la colonne. La solution d’ARN obtenue est

conservée a —20°C.

2.2.21 Rétrotranscription

La rétrotranscription s’effectue grace au kit Omniscript ®, Qiagen ®. L’'usage d’un
inhibiteur de Rnase n’est pas nécessaire. Afin de rétrotranscrire les brins d’ARN
messagers nous utilisons comme amorces une chaine de 15 thymidines (oligodT15),
Microsynth ®. Le volume final de la rétrotranscription est de 20 pl. Habituellement,

une réaction est effectuée avec Sul d’ARN.

La qualité de 'ADN complémentaire (ADNCc) est testée par amplification par PCR
d’'une partie du géne constitutif de 'lHPRT (chap 2.2.23.1). S'il apparait une trainée
d’ADN sur le gel, la quantité d’ARN utilisée au départ était trop importante. Dans ce
cas la rétrotranscription est recommencée avec moins d’ARN. Si le signal est trop

faible, nous utilisons le kit Sensiscript ®, Qiagen ® pour recommencer la transcription
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inverse avec 5 ul d’ARN. Ce kit permet la rétrotranscription de faibles quantités
d’ARN avec un bon rendement, mais ne permet pas de « rétrotranscrire » de fortes
quantités d’ARN. Les échantillons suivants ont été traités avec le kit Sensiscritpt ® :
I'épiderme a 18, 72 et 120 heures d’infestation ; le derme a 120 heures d’infestation ;

la rate a 12 heures d’infestation.

L’ADNc obtenu est stocké a — 20°C.

2.2.22 Préparation des compétiteurs

2.2.22.1 Polycompétiteur pour I'lL-4, 'lFN-y et THPRT (hypoxanthine guanine

phosphoribosyl transferase)

La production du compétiteur pPQRS ©") a été réalisée par N. Franscini (travail de

diplome).
2.2.22.2 Polycompétiteur pour I'lL-10

Le compétiteur pour I'lL-10 ®2) nous a été offert par L. Mbow. La quantité de départ

du compétiteur a été déterminée par spectrophotométrie.

2.2.23 PCR compétitive semi-quantitative

2.2.23.1 Test de la rétrotranscription par PCR

Il s’agit d’un test préliminaire pour voir si nous avons suffisament d’ADNc dans nos

échantillons.

La composition du « master mix », les amorces ciblant le géne de 'HPRT et les

cycles d’amplification se trouvent en annexe.
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2.2.23.2 PCR compétitive semi-quantitative pour I'lL-4, 'l[FN-y, I'lL-10 et 'THPRT

La composition du « master mix » pour un tube, les amorces et les cycles se trouvent

en annexe.

Pour chaque tube, nous ajoutons 2 ul d’ADNc (dilué de maniére a obtenir une
concentration permettant I'évaluation semi-quantitative. Pour I'lL-4, I'lFN-y ou I'lL-10,
il faut généralement diluer TADNc 1 a 4 et pour 'HPRT 1 a 100 dans de I'eau stérile.
Le géne de 'HPRT étant plus exprimé que le géne de I'lL-4, de I'lFN-y ou de I'lL-10,
nous diluons plus les échantillons lorsque nous quantifions 'HPRT. 2 ul de
compétiteur sont ajoutés par tube (0.1 ; 5-10%; 102 ; 5.10°; 102 ; 510*; 510 pg/ul

respectivement pour les différentes concentrations).

2.2.24 Electrophorése des produits d’amplification et évaluation semi-

quantitative

Nous préparons un gel agarose 1.5% (Electrophoresis grade, Gibco BRL ®),
ajoutons du bromure d’éthidium 250-ppm, dans du tampon TBE 0.5x (Gibco BRL ®).
Les bandes sont visualisées a I'aide d’un dispositif Geldoc (Biorad ®) par illumination

aux ultraviolets.

Principe de I'’évaluation semi-quantitative :

Plusieurs situations de compétitions d’amplification entre deux ADN d’origine
différentes sont réalisées. Dans chaque tube une concentration constante mais
inconnue d’ADNCc (cible) est présente. Un deuxiéme ADN d’origine plasmidiale
(compétiteur) est présent en quantité variable mais de concentration connue. I
contient les séquences complémentaires aux amorces permettant d’amplifier des
fragments de taille Iégérement plus grande que ceux générés par I'amplification de
I’ADNc. L’ADN plasmidial est ajouté en quantité décroissante dans les différents
tubes. Dans la figure 16, 7 tubes avec des concentrations décroissantes d’ADN

plasmidial et une concentration constante d’ADNc sont analysés. Les deux produits
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d’amplification (2 bandes) sont séparés par électrophorese sur gel d’agarose. Les
quantités des deux produits d’amplification sont estimées en comparant l'intensité
des deux bandes. Vu que la quantité d’ADN plasmidial est connue, le point
d’équivalence d’intensité des bandes permet de semi-quantifier ’TARNm pour le géne
analysé. Ici, le point d’équivalence se situe dans le troisiéme tube en partant de la

gauche (fig 16).

_ D Compétiteur

[l cive

JB[IEICIZIJ

PCR

=

GEL

o=

Point d’équivalence

Fig 16 : Principe de la PCR semiquantitative (modifi¢ de ). La hauteur des colonnes est

proportionnelle a la quantité de compétiteur présente dans les tubes.

Dix larves d’l. ricinus sont placées sur chaque oreille de souris BALB/c.

L’ARNm de I'épiderme, du derme, des ganglions drainant le site de fixation des
tiques ou de la rate est extrait apres 5, 12, 18, 24, 72 120 et 168 heures d’infestation.
Les taux de cytokines sont calculés aprés dosage par PCR semi-quantitative.
Comme la quantité d’ARNm extrait varie dans les échantillons, selon les conditions

de manipulation, la quantité d’ADNc varie également. Ainsi, nous mesurons la
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quantité de messagers pour les cytokines sus-mentionnées et pour un gene
constitutif, celui de 'HPRT qui nous nous sert de référence. Pour chaque temps et
pour chaque cytokine, le rapport cytokine/HPRT a été divisé par le rapport
cytokine/HPRT d’une souris naive. L’ajustement de la concentration de ADNc pour
obtenir une concentration stable de messagers pour 'HPRT aurait pu étre envisagée
mais aurait engendré un nombre important de PCR supplémentaire et, par

conséquent un surco(t éleve.

Les variations des messagers de cytokines sont standardisées grace a la
quantification des messagers de I'HPRT. Par définition, les rapports de cytokines

pour I'lL-4, 'IlFN-y et I'lL-10 sont de 1 chez la souris naive.

2.2.25 Western blot

2.2.25.1 Préparation des échantillons

10 ul I’EGS, de salive ou de fractions sont dilués dans du 10 ul tampon Laemmli
(HCI 0.1 N, Tris 0.015 %, glycérol 25 %, SDS 4 %, p-mercaptoéthanol 10 %, éthanol

1 %, bleu de bromophénol 0.01 %). lls sont ensuite bouillis 3 minutes au bain-marie.

2.2.25.2 Gel SDS

Pour la migration protéique sur gel, nous utilisons un dispositif de type Biorad
Protean Il XL équipé de plaques en verre pour des gels de 16 cm de hauteur et
d’espaceurs de 0.75 mm. Le dispositif est refroidi par un courant d’eau froide de10
litres/heures pendant la migration.

Nous coulons tout d’abord le gel de séparation. Nous ajoutons une fine couche de

butanol saturé sur le gel pour que sa surface supérieure soit plane.
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Préparation du gel de séparation 14% acrylamide :

o Eau 6.1 mi
o Tampon de séparation® 525 ml

o Acrylamide-Bisacrylamide Biorad ® 8.4 ml

Cette solution est dégazée par ultrasons. Il est ensuite ajouté :

o Persulfate dammonium 1.4% 210 pl
o SDS 10 % 210 ul
o Temed Biorad ® 10 ul

*Solution de séparation : Tris-HCI 1.5 M pH 8.8

La polymérisation du gel de séparation prend environ 1 heure 30. Le butanol est
ensuite éliminé par ringage a I'eau désionisée. L’'eau est supprimée a I'aide d’'un
papier buvard. Un peigne (dents de 5 mm de large) est placé en haut du dispositif et

le gel de concentration peut alors étre coulé.

Préparation du gel de concentration :

o Eau 3.14 ml
o Tampon de concentration** 1.5 mi

o Acrylamide-Bisacrylamide Biorad ® 1.2 ml

Le mélange est dégazé par ultrason, puis nous ajoutons:

o Persulfate dammonium 1.4 % 100 ul
o SDS 10 % 60 ul
o Temed Biorad ® 5 ul

**Tampon de concentration : Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8
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La polymérisation prend environ 30 minutes. Le gel peut ensuite étre introduit dans la
cuve de migration. Nous immergeons les deux extrémités du gel et les électrodes
avec du tampon d’électrophorése (Tris/Glycine/SDS, Biorad ®). 20 ul de chaque

échantillon sont introduits dans chaque puits. Une tension de 20 mA est appliquée
pendant 2h30. La migration doit étre arrétée lorsque le bleu de bromophénol atteint 5

mm du bord inférieur du gel.

2.2.25.3 Transfert des protéines sur nitrocellulose

Nous utilisons une membrane de nitrocellulose Protean ® « Nitrocellulose Transfer
membrane » (Schleicher & Schuell ®). Le dispositif de transfert provient de chez
Biorad ® (Transblot SD, « semi-dry transfer cell »). Nous utilisons également des

buvards de transfert de type Biorad ® « filter paper extra thick ».

Nous imbibons les buvards et la membrane de nitrocellulose dans du tampon de
transfert*™*. Nous éliminons le gel de concentration et empilons un buvard, la
membrane de nitrocellulose, le gel et un deuxieéme buvard. Nous appliquons ensuite

un courant de 0.8 mA/cm? pendant une heure et demi exactement.

***Composition du tampon de transfert :

a Tris 0.581 %
o Glycine 0.293 %
o SDS 0.0375 %
o Meéthanol 20 %

Pour le découpage de la membrane, les protéines peuvent étre visualisées a I'aide

d’'une coloration réversible au rouge Ponceau (rouge Ponceau 0.01%, TCA 3%).
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2.2.25.4 Coloration des protéines a I'or colloidal

Les protéines présentes sur les membranes de nitrocellulose sont visualisées a 'aide
d’'une coloration a I'or colloidal. Le kit utilisé est le colloidal gold total protein stain

(Biorad ®). Le protocole du fabricant est suivi a la lettre.

Si la coloration a I'or colloidal donne un signal trop faible et si certaines bandes sont
a peine discernables, nous appliquons le gold enhancement kit (Biorad ®). Toutefois,
si ce kit permet d’augmenter fortement le contraste des bandes, le risque d’apparition
d’un bruit de fond important doit étre pris en considération. Aussi, nous n’utilisons ce
kit que dans le cas ou la coloration a I'or serait vraiment trop faible. Le protocole du
fabricant est suivi mais toutes les solutions utilisées sont a 4°C et non a température
ambiante. La réaction est ainsi ralentie et la coloration est plus progressive. Nous
pouvons arréter la coloration lorsqu’elle est satisfaisante sans I'apparition d’'un bruit

de fond trop important. Nous colorons les bandes a I'abri de la lumiere.

2.2.26 Dosage de la prostaglandine (PGE,)

La teneur en prostaglandine de 'EGS et des fractions chromatographiques a été
dosée a l'aide du kit Prostaglandine E; EIA Kit-Monoclonal (Cayman chemical ®). Le
protocole nous a été fourni par le fabricant. Nous avons testé la concentration de

PGE; dans une plage de concentration de 1 ng/ml a environ 78 pg/ml.

2.3 Dosage des messagers d’IL-4, d’IFN-y et d’IL-10 dans I’épiderme, le derme,

les ganglions et la rate de souris BALB/c infestées par des larves d’l. ricinus

Les souris BALB/c sont infestées avec des larves . ricinus comme décrit dans le
chapitre : 2.2.2. 3 souris sont sacrifiées aprés 5 heures, 12 heures, 18 heures, 24
heures, 3 jours, 7 jours d’infestation. Pour chaque souris, I'épiderme, le derme, les
ganglions drainants et la rate sont récupérés et '’ARN est extrait de chaque tissu.

Comme contrble négatif, des souris naives (ayant subit le méme traitement mais
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sans tiques) sont utilisées. Les ARNm sont rétrotranscrits en ADNc ce qui nous
permet d’observer la variation des messagers des cytokines (IFN-y, IL-4 et IL-10) en
fonction du temps d’infestation et ceci dans plusieurs tissus impliqués dans la
réponse immunitaire anti-tique. Nous pouvons également isoler certaines populations
cellulaires des différents tissus pour avoir une idée plus précise des cellules
impliquées dans la production desdites cytokines. Dans cette étude, les cellules Tyd
de I'épiderme et de la rate sont étudiées ainsi que les sous-populations CD8, CD4 de

la rate.

2.4 Stimulation des cellules Ty5 de I’épiderme par de la salive d’l._ricinus

Les cellules Tyo et les cellules de Langerhans ont été isolées comme décrit dans le
chapitre 2.2.15.

2.4.1 Cellules Tyd seules

10° cellules Ty5 naives sont mises en culture dans 100 ul de RPMI complet. 3 ul de
salive d'l. ricinus sont ajoutés. L'incubation dure 5 jours a 37°C et 5% CO,. Aprés
l'incubation, I'lL-4 est dosée par ELISA (chap 2.2.19). L’expérience est effectuée sur

4 puits.

2.4.2 Cellules Tyd et cellules de Langerhans

10* cellules de Langerhans naives sont incubées dans100 ul de RPMI complet
pendant 24 heures a 37°C et 5% CO; en présence de 3 pl de salive d’/. ricinus.
Aprés cette période, 10° cellules Tyd naives sont ajoutées. Le volume de la culture
passe a 200 pl. La culture est répartie dans deux puits pour atteindre a nouveau 100
pl. La culture est incubée 5 jours a 37°C et 5% CO,. Apres l'incubation, I'lL-4 est

dosée par ELISA (chap 2.2.19). L’expérience est effectuée sur 4 puits.
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2.5 Schéma de I’étude de la réponse immunitaire de la souris BALB/c stimulée
par différentes sous-populations de cellules dendritiques spléniques pulsées

avec des antigenes d’l. ricinus

Afin d’étudier séparément le comportement des sous-populations de cellules
dendritiques, nous les séparons et les mettons en présence de différents antigénes.
Pendant cette période d’incubation, les cellules dendritiques vont capturer les
antigenes et les incorporer. Elles subissent une maturation pendant qu’elles digérent
les antigénes avant de présenter des peptides issus de cette digestion a leur surface
en association avec les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité. A ce
stade, elles sont potentiellement capables de stimuler les cellules T. C’est alors, que
nous les lavons pour éliminer I'antigéne qui resterait dans le milieu. Elles sont ensuite
injectées a une souris naive. Les cellules T de la souris naive se retrouvent en
présence des cellules dendritiques « pulsées » et vont réagir en identifiant les
fragments antigéniques. Nous sommes en présence d’une réaction primaire contre
un antigéne spécifique qui est induit par une sous-population de cellules dendritiques
donnée. Nous attendons une période de 9 jours. Aprés cette incubation, les souris
sont sacrifiées. La totalité des cellules de la rate est récupérée. Ces cellules sont
mises en culture et restimulées in vitro par I'antigéne. Les cellules T a mémoire
réagissent spécifiquement. Nous obtenons donc une réaction secondaire avec la
production de cytokines et une prolifération cellulaire. Il est a noter que des cellules
naives ne réagissent pas dans un tel modéle expérimental (Mejri, communication
personnelle). Nous observons ainsi le comportement des cellules a mémoire lors

d’'une réaction secondaire. Cette étude est schématisée a la figure 17.
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Fig 17 : Schéma de I'étude de la réponse immunitaire de la souris BALB/c stimulées par
différentes sous-populations de cellules dendritiques spléniques pulsées par des

antigenes d’l. ricinus
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3 Résultats

I. Réactions des tissus de BALB/c impliqués lors de la piqare des tiques

3.1 Evolution des rapports d’IL-4, d’IFN-y et d’IL-10.

Dans les figures 18-29, chaque valeur a été calculée avec la formule suivante :

Rapport = (Qc/Qh)/(Qc0/Qh0)

Ou Qc est la quantité de messagers pour la cytokine examinée au temps T, Qh est la
quantité de messagers de I'HPRT au temps T, Qc0 est la quantité de messagers

pour la cytokine examinée d’une souris naive et Qh0 est la quantité de messagers de
I'HPRT d’une souris naive. Qc/Qh représente la quantité de la cytokine divisée par la

quantité d’HPRT au temps T et Qc0/Qh0 la méme mesure pour les souris témoins.

Les valeurs absolues (en annexe) de la quantification des différents messagers ne
donnent aucune indication de la quantité des différentes cytokines tant qu’elles ne
sont pas mises en rapport avec la quantité des messagers d’'un géne constitutif

comme l'est ’THPRT et comparées avec le méme rapport chez une souris naive.

Pour chaque cytokine et chaque temps, deux souris ont été examinées. Cela nous
donne deux mesures nous fournissant deux résultats aprés calcul. Elles
correspondent aux deux points a chaque temps dans les graphes (fig 18-29). Parfois,

les deux points se recouvrent.

3.1.1 Evolution des rapports d’IL-4 dans I’épiderme, le derme, les

ganglions et la rate

Les larves se nourissent jusqu’a 72 heures. A 120 heures, toutes les larves se sont

détachées.
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3.1.1.1 Epiderme
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Fig 18 : Evolution du rapport d’IL-4 dans I’épiderme de souris BALB/c infestées. Les deux
points a chaque temps correspondent aux deux souris examinées, les points se recouvrent

parfois.

Dans I'épiderme de souris BALB/c, le rapport d’IL-4 augmente trés fortement 18
heures aprés le début de l'infestation pour étre d’environ 20’000 fois supérieur a celui
mesuré chez une souris naive (fig. 18). Ce rapport diminue pour se stabiliser et
rester environ 600 fois plus élevé que dans I'épiderme d’'une souris naive. Nous
constatons aussi une augmentation du rapport d’IL-4 aprés le détachement des
larves. Le rapport d’IL-4 reste extrémement élevé durant toute la période d’infestation

et méme pendant une période de 48 heures aprés le détachement des larves.
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3.1.1.2 Le Derme
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Fig 19 : Evolution du rapport d’IL-4 dans le derme de souris BALB/c infestées. Les deux
points a chaque temps correspondent aux deux souris examinées. Les points se recouvrent

parfois.

Durant la période d’infestation, le rapport d’IL-4 reste faible dans le derme de la
souris au site de fixation des tiques (fig 19). Il commence par diminuer 5 heures
aprés le début de l'infestation (valeur inférieure a 1). Cette diminution est suivie d’'une
hausse pour atteindre la valeur maximale 120 heures aprés le début de I'infestation.
A cet instant, le rapport n’est qu’environ 8 fois supérieur a celui déterminé dans le
derme d’une souris naive. Apres le détachement des derniéres larves, le rapport
redescend. La variation du rapport d’IL-4 dans le derme des souris infestées est
minime et reste extrémement faible dans ce tissu. L’évolution du rapport d’IL-4 dans

I'épiderme (fig 18) est plus importante.
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3.1.1.3 Les ganglions drainant le site de fixation des tiques
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Fig 20 : Evolution du rapport d’IL-4 dans les ganglions drainant le site de fixation des tiques de
souris BALB/c infestées. Les deux points a chaque temps correspondent aux deux souris examinées.

Les points se recouvrent parfois.

Dans les ganglions drainant le site de fixation des tiques, les rapports d’IL-4
augmente progressivement durant le repas sanguin des larves d’l. ricinus (fig 20). Le
rapport continue a augmenter pendant les 48 heures qui suivent le détachement des
derniéres larves. Jamais pendant 'infestation, le rapport d’IL-4 ne descend au-
dessous du rapport déterminé dans les ganglions d’une souris naive. Nous
observons environ 23 fois le taux de départ 168 heures aprés le début de

l'infestation. A ce moment, les larves de tiques se sont détachées.
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3.1.1.4 La Rate
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Fig 21 : Evolution du rapport d’IL-4 dans la rate de souris BALB/c infestées. Les deux points

a chaque temps correspondent aux deux souris examinées. Les points se recouvrent parfois.

Aprés 12 heures d’infestations, le rapport d’IL-4 est fortement augmenté dans la rate
de la souris infestée pour atteindre une valeur environ 22 fois supérieure a celle
obtenue dans la rate d’'une souris naive (fig. 21). Cette augmentation est trés rapide.
Elle est suivie d’'une diminution constatée 24 heures apres le début de I'infestation.
Le rapport baisse mais reste environ 3 fois supérieur a celui de la rate d’'une souris
naive. Apres 24 heures d’infestation, le rapport d’'IL-4 augmente progressivement

jusqu’a 120 heures et se stabilise aprés que les larves se sont détachées.

Cette réaction en deux temps nous laisse supposer que deux populations de cellules
spléniques sont impliquées dans I'augmentation de la production de I'lL-4. Nous
avons déterminé les cellules réagissant apres 12 heures d’infestation de souris

BALB/c infestées par /. ricinus (chap. 3.4), moment du premier temps de réaction.
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La réponse est plus rapidement polarisée vers Th2 dans la rate que dans les
ganglions drainant le site de fixation des tiques. Nous supposons que des antigénes

salivaires parviennent a la rate rapidement par la circulation sanguine.

De maniere globale, I'lL-4 est fortement exprimée dans les différents tissus et
organes lymphoides de la souris BALB/c infestée par des larves d'l. ricinus. La
présence de messagers de I'lL-4 dans I'’épiderme n’avait a ce jour jamais été mise en

évidence chez les souris infestées.

3.1.2 Evolution des rapports d’IFN-y dans I’épiderme, le derme, les

ganglions et la rate
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Fig 22 : Evolution du rapport d’IFN-y dans I’épiderme de souris BALB/c infestées. Les
deux points a chaque temps correspondent aux deux souris examinées. Les points se

recouvrent parfois.

Alors que le rapport d’IL-4 augmente rapidement dans I'épiderme et reste élevé
durant toute l'infestation (fig 18), le rapport d’'IFN-y est indétectable au début de

l'infestation et présente une lIégére augmentation 72 heures plus tard pour atteindre
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un maximum aprés 120 heures (fig 22). Ce rapport maximal d’IFN-y correspond au
détachement des larves de tiques. Apres cette période, le rapport d'IFN-y diminue.
Le rapport d’IFN-y reste toutefois plus faible que celui d’'une souris naive. La

production d’IFN-y dans I'épiderme est donc inhibée durant I'infestation.

3.1.2.2 Le derme
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Fig 23 : Evolution du rapport d’IFN-y dans le derme de souris BALB/c infestées. Les deux
points a chaque temps correspondent aux deux souris examinées. Les points se recouvrent

parfois.

Comme pour I'épiderme et les ganglions drainants, toutes les valeurs obtenues pour
le derme de souris BALB/c infestées sont inférieures a 1. L’expression d’IFN-y est
ainsi toujours réduite par rapport a I'expression d’IFN-y dans le derme d’'une souris
naive (fig 23). 12 heures aprés le début de I'infestation, nous obtenons un tres faible
rapport d’IFN-y. 18 heures aprées le début de l'infestation, les messagers de I'lFN-y
deviennent indétectables. La production d’IFN-y est inhibée tout au long de
l'infestation. En ce qui concerne I'lL-4 dans ce tissu (fig 19), le rapport reste plus

élevé pendant l'infestation.
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3.1.2.3 Les ganglions drainant le site de fixation des tiques
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Fig 24 : Evolution du rapport d’IFN-y dans les ganglions drainant le site de fixation des
tiques de souris BALB/c infestées. Les deux points a chaque temps correspondent aux deux

souris examinées. Les points se recouvrent parfois.

Le rapport d'IFN-y des ganglions drainant le site de fixation des larves de tique reste
faible durant I'infestation (fig 24). Aprés 5 heures, la production des messagers de
I'IFN-y est inhibée. Le rapport calculé est inférieur a 1. Apres 72 heures, période a
laquelle les larves se détachent massivement, nous observons un rapport d’IFN-y
proche de celui des ganglions d’'une souris naive. Aprés ce laps de temps, le rapport
d’'IFN-y diminue a nouveau. Le rapport d'IFN-y dans les ganglions drainant le site de
fixation des tiques est faible en comparaison de celui de I'lL-4 (fig. 20). La réponse
immunitaire au niveau des ganglions drainant le site de fixation des tiques est

progressivement polarisée vers Th2.
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3.1.2.4 La rate
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Fig 25 : Evolution du rapport d’IFN-y dans la rate de souris BALB/c infestées. Les deux
points a chaque temps correspondent aux deux souris examinées. Les points se recouvrent

parfois.

Dans la rate de souris infestées, la production d'IFN-y est tout d’abord partiellement
inhibée (fig 25). Une Iégere élévation du rapport d’'IFN-y est constatée 120 heures
apres le début de I'infestation. Cette période correspond a la fin du détachement des
tiques. Le rapport d'IFN-y reste plus faible que le rapport d’'IL-4 (fig 21). Enfin, aprés
le détachement des dernieres tiques le rapport d’IFN-y chute. Les rapports de I'lFN-y

sont moins élevés que ceux de I'lL-4 durant l'infestation.
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3.1.3 Evolution des rapports d’IL-10 dans I’épiderme, le derme, les

ganglions et la rate

Dans ce chapitre, nous montrons que la production des messagers de I'lL-10
mesurée est fortement inhibée pendant le repas sanguin des larves d’l. ricinus dans

tous les tissus examinés.

3.1.3.1 L’épiderme
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Fig 26 : Evolution du rapport d’IL-10 dans I’épiderme de souris BALB/c infestées. Les
deux points a chaque temps correspondent aux deux souris examinées. Les points se

recouvrent parfois.

Le rapport d’IL-10 dans I'épiderme de souris infestées diminue fortement des 5
heures d’infestation (fig 26). Ensuite, ces messagers ne sont plus détectables.
L’inhibition de la production des messagers de I'lL-10 dans I'épiderme d’une souris

BALB/c infestée par des larves d’I. ricinus est forte.
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3.1.3.2 Le derme
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Fig 27 : Evolution du rapport d’IL-10 dans le derme de souris BALB/c infestées. Les deux

points a chaque temps correspondent aux deux souris examinées. Les points se recouvrent.

Dans le derme, les messagers de I'lL-10 ne peuvent étre détectés durant toute la

période d’infestation (fig 27).
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3.1.3.3 Les ganglions drainant le site de fixation des tiques
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Fig 28 : Evolution du rapport d’IL-10 dans les ganglions drainant le site de fixation des
tiques de souris BALB/c infestées. Les deux points a chaque temps correspondent aux deux

souris examinées. Les points se recouvrent parfois.

Dans les ganglions drainant le site de fixation des larves de tiques, la production des
messagers de I'lL-10 reste stable pendant les 12 premieres heures de I'infestation.
Elle avoisine la valeur obtenue chez une souris BALB/c naive (fig 28). Ensuite, nous
constatons une diminution du rapport d’IL-10 pendant le repas sanguin des larves.

Le rapport reste ensuite extrémement bas pendant la durée entiére de I'expérience.
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3.1.3.4 La rate
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Fig 29 : Evolution du taux de I'lL-10 dans la rate de souris BALB/c. Les deux points a

chaque temps correspondent aux deux souris examinées. Les points se recouvrent parfois.

Dans les cellules de la rate, le rapport d’IL-10 diminuent des les premiers instants de
l'infestation (fig 29). La diminution du rapport d’IL-10 commence plus t6t dans la rate
que dans les ganglions (fig 28). A 120 heures, le rapport d’IL-10 est supérieur a 1.
Cette période suit le détachement des derniéres larves. La diminution de la charge

antigénique pourraient induire une éventuelle production d’IL-10.
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3.2 Production de I'IL-4 par les cellules Ty5 de I’épiderme de la souris

BALBY/c lors d’une infestation par des larves d’l. ricinus

L’augmentation du rapport d’'IL-4 est importante dans I'épiderme lors d’'une
infestation par des larves d’/. ricinus (fig 18). Les résultats qui suivent démontrent
que cette cytokine est principalement sécrétée par les cellules Tyd, les autres cellules
T et les cellules n’exprimant pas de CD3 (molécule présente a la surface de toutes
les cellules T murines) comme les kératinocytes, mélanocytes et cellules de

Langerhans.

Trois souris infestées ont été sacrifiées 18 et 168 heures aprés le début de
l'infestation. Les cellules de I'épiderme ont été préparées et séparées en 3 groupes :
les cellules Tyd, les autres cellules T (Taf, TCD4+, TCD8+) et le reste des cellules

de I'épiderme. Pour chaque groupe, les messagers de I'lL-4 et de 'HPRT ont été
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Fig 30 : Rapports de messagers d’IL-4 produits par différentes populations cellulaires de
I’épiderme de la souris BALB/c infestée. Mesures faites a 18 heures et 168 heures apres le

début de l'infestation par des larves d'l. ricinus.
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quantifiés par PCR semi-quantitative. Seules les cellules Tyd augmentent leur
production d’IL-4 aprés 18 et 168 heures (fig 30) alors que les autres cellules T
n’interviennent pas dans cette hausse. La quantité des messagers de I'lL-4 produite
par le reste des cellules (kératinocytes, mélanocytes) est trop faible pour étre

détectable par cette méthode. Les valeurs brutes sont indiquées en annexe (7.5.5).

3.3 Expérience de stimulation in vitro des Ty6

10° cellules Ty5 ont été incubées in vitro pendant 5 jours en présence de 3 pl de
salive d’l. ricinus pour 100 ul de milieu. La détection d’'IL-4 par ELISA dans le

surnageant de culture (100 pl) est négatif.

L’expérience a été recommencée. 10* cellules de Langerhans ont été incubées
pendant 24 heures en présence de 3 pl de salive d’l.ricinus. 10° cellules Tyd ont été
ajoutée au milieu apres la période d’incubation. Aprés une période d’incubation de 5
jours, nous avons essayée de détecter I'lL-4 dans le surnageant (100 pl) par ELISA.

La détection est négative.

Nous pensons qu’un élément manque dans le milieu pour que la stimulation des
cellules Tyd ait lieu. Il pourrait s’agir de I'lL-13, cytokine stimulatrice des cellules T
lors d’'un priming in vitro par des cellules dendritiques spléniques en présences de

salive d'I. ricinus 2.
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3.4 Production de I'lL-4 par les cellules Tyd, TCD4+, TCD8+ de la rate

d’une souris BALB/c lors d’une infestation par des larves d’l. ricinus

Nous avons isolé différentes populations de lymphocytes T 18 heures aprés le début
de l'infestation. C’est a cet instant que nous avons également dosé I'lL-4 dans les
différentes populations cellulaires de I'épiderme (chap 3.2). 18 heures aprés le début
de l'infestation le rapport d’'IL-4 est important (chap 3.1.1) Les cellules Tyo de la rate
sont les cellules T les plus réactives (fig 31). Elles produisent 8 fois plus d’IL-4 que
les cellules Tyd de souris naives. Les cellules TCD4+, également stimulées,
produisent une fois et demi la dose d’IL-4 produite par les cellules TCD4+ d’'une
souris naive. Au contraire, les cellules TCD8+ produisent moins de messagers de
I'lL-4 que les cellules d’'une souris naive. En effet, le rapport obtenu est inférieur a 1.

Les valeurs brutes figurent en annexe (7.5.6)

Rapports
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T gamma-delta TCD4+ TCD8+
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Fig 31 : Production de I’'lL-4 par les populations de cellules T de la rate de souris BALB/c

infestées.
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Il. Influence des antigénes de tiques et des cellules dendritiques sur la

polarisation de la réponse

Comme nous I'avons montré dans le chapitre précédent, la rate de la souris BALB/c
répond rapidement lors de l'infestation par des larves d’l. ricinus. Cette réponse se
traduit par une forte production d’IL-4. La production de cette cytokine est une
conséquence de l'injection de la salive des tiques dans I'h6te. Or la salive est un
mélange de protéines. Nous avons fractionné un extrait de glandes salivaires

d’l. ricinus par FPLC. L’effet stimulateur différe d’une fraction chromatographique a
une autre. Selon les analyses subséquentes, chaque fraction reste complexe (chap
3.6.1).

En stimulant les différentes sous-populations de cellules dendritiques avec des
fractions chromatographiques d’EGS, nous étudions le comportement des cellules
dendritiques contre les différents antigénes présents dans 'EGS. A cet effet, nous

avons réalisé les expériences suivantes :

3.5 Sélection des fractions

I était impossible de tester toutes les fractions avec 'ensemble des sous-populations
de cellules dendritiques. Nous avons par conséquent sélectionné les fractions
produisant une prolifération cellulaire sans tenir compte de la polarisation de la
réponse. Les cellules dendritiques ont été pulsées puis injectées a des souris naives.
Apres 9 jours d’incubation, les cellules de la rate de ces souris sont préparées et
restimulées in vitro avec les mémes fractions. Dans la figure 32, I'incorporation de
thymidine tritiée est représentée. Les coups par minute indiquent la prolifération des
lymphocytes aprés restimulation in vitro. Une valeur témoin a été obtenue en
mesurant la prolifération cellulaire des cellules de la rate d’'une souris a laquelle nous
avons injecté des cellules dendritiques naives (non « pulsées » par I'antigéne). Ces
cellules ont été stimulées in vitro par de la salive pour étre au plus proche de la
réalité. La valeur des coups par minute obtenue (217 cpm) a été soustraite des

valeurs obtenues avec les souris ayant été inoculées avec des cellules dendritiques
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"pulsées". Ainsi, nous pouvons sélectionner les fractions ayant un réel pouvoir a

« pulser » les cellules dendritiques en éliminant un éventuel bruit de fond.
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Fig 32 : Prolifération lymphoblastique apreés injection de cellules dendritiques pulsées

fractions
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avec les fractions d’EGS a des souris BALB/c naives et stimulation secondaire in vitro par

les mémes fractions. En abscisse, les fractions FPLC de 'EGS. En ordonnée, les coups par

minutes obtenus par mesure du rayonnement 3.

A I'exception de la fraction 3 qui stimule plus fortement les lymphocytes, les fractions

1 a 10 ne les stimulent pas. Nous n’avons pas retenu ces fractions peu stimulatrices.

La fraction 3 n’a pas été sélectionnée parce qu’aucune protéine n’a été révélée par

Western blot.

Nous constatons que les fractions 11,13, 17, 21,29,30 et 35 produisent une
prolifération lymphocytaire significative. Nous les avons sélectionnées pour
« pulser » les cellules dendritiques, ainsi que les fractions 12 et 31 qui contiennent

probablement les mémes protéines que les fractions voisines.

Chaque fraction a été testée sur une souris.
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3.6 Prolifération lymphocytaire aprés « pulsing » des différentes sous-

populations de cellules dendritiques avec les fractions d’EGS

Les cellules de présentation des antigénes pourraient jouer un réle dans la
polarisation. Nous avons séparé les sous-populations CD8a+, CD4+ et CD8a-/CD4-,
afin de déterminer I'importance de chacune d’elles dans la polarisation de la réponse

anti-tique chez la souris BALB/c.

Nous avons « pulsé » durant 24 heures I'ensemble des cellules dendritiques avec les
fractions sélectionnées (fig 32). Nous les avons injectées a des souris naives. Apres
9 jours, les cellules des rates ont ensuite été restimulées in vitro dans un test de
transformation lymphoblastique.

Ici, le test a été répété pour chaque sous-population de cellules dendritiques

spléniques (fig 33).
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Fig 33 : Prolifération des cellules de la rate de souris stimulées par différentes sous-
populations de cellules dendritiques pulsées par différents antigénes. CPM = coups par
minutes. Témoin = prolifération in vitro de cellules de rate d’une souris injectées avec des cellules
dendritiques non « pulsées ». Chaque test a été effectué avec 3 souris. Les barres d’erreur
indiquent I'écart type entre les 3 valeurs ainsi obtenues.

La figure 33 montre des différences trés nettes de stimulation entre les différentes
fractions utilisées et les sous-populations de cellules dendritiques. Les fractions 11 et
13 n’induisent que peu de prolifération cellulaire lorsqu’elles « pulsent » les sous-
populations de cellules dendritiques séparées alors qu’elles induisent une bonne

réponse lorsqu’elles « pulsent » 'ensemble des cellules dendritiques (fig 32).

L’effet est inverse pour la fraction 12. Alors qu’elle ne stimule que trés peu les
lymphocytes avec 'ensemble des cellules dendritiques (fig 32), nous observons une
forte prolifération lors du « pulsing » des cellules dendritiques CD4+. Le mélange des
cellules dendritiques ne favorise donc pas la stimulation des lymphocytes dans ce

cas.

Il en est de méme pour la fraction 31 qui stimule bien les lymphocytes lors du
« pulsing » des trois sous-populations séparées de cellules dendritiques. La fraction

17 provoque une bonne prolifération des lymphocytes lorsqu’elle pulse les cellules
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dendritiques CD8a+ et une prolifération modeste lorsqu’elle pulse les cellules
dendritiques CD4+. Lorsque cette fraction est utilisée pour le "pulsing" de I'ensemble
des cellules dendritiques, elle produit une prolifération relativement modeste (fig 32).
La salive provoque une bonne prolifération en stimulation secondaire lorsqu’elle
pulse les cellules dendritiques CD8a+. Son effet sur les cellules dendritiques CD4+
est moins important et il est encore plus faible avec les cellules dendritiques
CD8-/CD4-. La salive semble avoir moins d’effet stimulateur que certaines fractions
isolées de 'EGS.

Le témoin a été effectué de la maniere suivante. Les sous-populations de cellules
dendritiques naives ont été injectées directement dans une souris naive et les
lymphocytes de la rate de cette souris ont été préparés apres le méme temps
d’incubation que ceux des autres souris. Ces cellules ont été mises en présence de
salive et nous ne constatons aucune prolifération pour chaque sous-population de

cellules dendritiques.
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3.6.1 Analyse des fractions d’EGS et de la salive par Western blot

Un Western blot a été effectué avec les fractions sélectionnées. Aprés séparation par
SDS-PAGE et transfert sur nitrocellulose, les protéines ont été colorées a l'or
colloidal et contrastées a I'argent.
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Fig 34 : Western blot des fractions 11, 12, 13, 21, 29, 30, 31, 35 et de la salive. Coloration
a l'or colloidal contrastée a I’argent. M = marqueur. Les masses moléculaires des protéines
contrdles sont indiquées a droite de la figure.

La plupart des protéines présentes dans les fractions de 'EGS comigrent avec celles
de la salive. On peut supposer qu’elles son également sécrétées par la salive. Etant
donné la méthode d’extraction de ces protéines, seules les protéines solubles sont
présentes sur ce blot.

La fraction 11 contient de nombreuses protéines. Elle est la seule a contenir une
protéine de haute masse moléculaire (env. 100 kD) absente de la salive. Nous y

retrouvons une protéine de 65 kD, présente dans la salive également et une protéine
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de 30 kD qui se retrouve dans toutes les fractions sélectionnées. La protéine de 65

kD n’est probablement pas la protéine étudiée par Ganapamo 37

La fraction 12 contient moins de protéines ; toutes comigrent avec la fraction 11 a
I'exception d’une protéine d’environ 90 kD. On retrouve cette derniere dans les

fractions 21, 29, 30 et dans la salive.

Dans la fraction 13, on ne distingue que 4 protéines qui comigrent avec la fraction
12.

La fraction 17 est également simple, seules 5 bandes sont visibles.

La fraction 21 présente deux protéines de haute masse moléculaire (90 et 94 kD).
Ces protéines sont également fortement exprimées dans la salive. Entre 67 et 94 kD,
deux protéines sont détectées. Seule la fraction 21 les contient. L’une des deux (a
environ 85 kD) comigre avec une protéine de la salive. L’autre (environ 76 kD) n’est

pas détectée dans la salive.

La fraction 29 ne compte que trois protéines qui sont aussi présentes dans d’autres

fractions.

La fraction 30 est trés complexe. Elle comporte de nombreuses protéines a environ
45 kD.
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Fig 35 : Chromatogramme obtenu par mesure de
I’labsorbance a A=280 nm de I’éluat pendant la FPLC.

E et La droite rouge représente le pourcentage du gradient
linéaire du tampon d’élution. Le graphe bleu représente la
quantité de protéines récoltées. Les points situés en haut
de figure marquent les changements de fractions. Les
fleches indiquent les fractions sélectionnées pour la suite du
travail. Les numéros correspondent aux fractions

sélectionnées.

La fraction 35 est la moins riche en protéines. Seules deux bandes sont visibles aux
alentours de 29 et 32 kD.

Lors du fractionnement de 'EGS (40 mg de protéines) par FPLC, nous avons obtenu
un chromatogramme (fig 35) a une sensibilité de lecture de 0.5.

Méme si les fractions sélectionnées correspondent a des piques du
chromatogramme, nous remarquons que ces derniers sont rarement symétriques.
Cela confirme ce que nous avons déja visualisé a I'aide du Western blot : les

fractions sont composées de plusieurs protéines.
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3.6.2 Dosage de la prostaglandine PGE;

La prostaglandine PGE; pourrait provoquer une polarisation Th2 de la réponse

®8)_Afin d’écarter cette hypothése, nous avons vérifié I'absence de cette

immunitaire
molécule dans nos fractions, 'lEGS (avant dialyse) et la salive nous servant de
contrbles positifs. La prostaglandine de 'EGS et de la salive a été détectée. Les

différentes étapes de préparation des fractions d’EGS I'éliminent (dialyse et

Prostaglandine dans I'antigéne
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Fig 36 : Dosage de la prostaglandine (PGE:) dans I’antigéne. En abscisse, les antigénes
examinés. En ordonnée, la concentration de PGE, en ng/ml. Les petites barres d’erreur sont

données par I'écart type entre les valeurs (N=3).

concentration). La faible masse moléculaire (353) de la prostaglandine (PGE->) lui
permet de passer a travers les membranes de dialyse et des microfiltres de
concentration. Elle n’est plus détectable dans les fractions, le seuil de détection étant

de 2 pg/ml.
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Concentration d’IL-4 en ng/ml

3.7 IL-4 et IFN-y dans le surnageant de cultures des lymphocytes de souris

BALB/c naive receveuses de différentes sous-populations de cellules

dendritiques pulsées

3.7.1 Production d’IL-4

Les différentes sous-populations de cellules dendritiques ont été incubées avec

différents antigénes, soit les fractions sélectionnées (chapitre 3.5) et la salive. Ces

cellules ont été injectées a des souris naives. Les cellules de rates ont été préparées

10

Fl

d

o O cD8a+

B cps+
Ll cpga-icD4-

1

12

13

17

21

MML

29 30 témoin  salive

antigéne

Fig 37 : IL-4 dans le surnageant de culture des lymphocytes de rate de souris aprés

stimulation par les différentes sous-population de cellules dendritiques pulsées par

différents antigénes de tiques. Les barres d’erreur indiquent I'écart type entre les valeurs

obtenues chez trois souris donc 3 cultures différentes.
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et restimulées in vitro avec le méme antigéne. L’'IL-4 a été dosée par ELISA dans les

surnageants de culture.

L’injection de cellules dendritiques CD8a.- pulsées par les fractions 11, 12 et 21
provoque une production d’'IL-4 plus élevées que les cellules CD8a+. La situation est

inversée avec les fractions 13, 17, 29, 30, 31 et 35.

Toutes les sous-populations de cellules dendritiques pulsées avec la salive
provoquent une faible production d’lIL-4. Ceci est surprenant étant donné que la
pigUre de tique et I'injection de sa salive provoque une réponse Th2 de la souris
BALB/c @2,

Si nous considérons les fractions dans leur ensemble, nous avons tout de méme une
production d’IL-4 supérieure au témoin. Cela semble logique étant donnée la
réponse Th2 de la souris infestée par [. ricinus.

Le témoin correspond a trois souris auxquelles ont été injectées des cellules

dendritiques naives.

3.7.2 Production d’IFN-y

Les différentes sous-populations de cellules dendritiques naives ont été incubées
avec différents antigénes, soit les fractions sélectionnées (chapitre 3.5) et la salive.
Ces cellules ont été injectées a des souris naives, puis les cellules de rates ont été
récupérées et restimulées in vitro avec le méme antigene. Le surnageant de culture a

été récupéreé pour chaque puits et I'lFN-y a été dosé par ELISA.

On remarque que la plupart des fractions n’engendre pas de production d’IFN-y pour

chacune des sous-populations de cellules dendritiques pulsées (fig 38).

L’injection de cellules dendritiques CD4+ naives (témoin) provoque la production

d’'une grande quantité d’'IFN-y aprés restimulation in vitro avec de 'EGS.
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Seule la fraction 21 provoque une forte production d’IFN-y en pulsant les cellules

dendritiques CD8a+. Cette production dépasse les valeurs du témoin.

La salive engendre une plus forte production d’IFN-y que le témoin avec les
populations de cellules dendritiques CD8a+ et CD8a-/CD4-. Seules les cellules

dendritiques CD4+ pulsées par la salive ne produisent que peu d’IFN-y.

Par rapport au témoin, la fraction 35 provoque une plus forte production d’IFN-y avec
les cellules dendritiques CD8a+ mais une plus faible production avec les deux autres

sous-populations.

La fraction 17 engendre une plus forte quantité d’IFN-y que le témoin seulement avec

les cellules dendritiques CD8a.+.
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0.009 -
0.008 -

0.007 -

00087 O cD8a+
0.005 | B cps4+

0.004 -

0 cpga-1cD4-

0.003

0.002 -

Concentration d’'IFN-y en ug/ml

0.001 -

11 12 13 17 21 29 30 31 35 témoin  salive

antigéne

Fig 38 : IFN-y dans le surnageant de culture de lymphocytes de rate de souris aprés
stimulation par les différentes sous-population de cellules dendritiques pulsées par
différents antigénes de tiques. Les petites barres d’erreur indiquent I'écart type entre les

valeurs obtenues avec trois souris donc trois cultures différentes.
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3.7.3 Rapport IL-4/IFN-y pour chaque antigéne de tiques et chaque sous-

population de cellules dendritiques

Dans ce chapitre, nous présentons des rapports de production d’'IL-4 et d’'IFN-y. Un
résultat supérieur a 1 indique que la proportion d’IL-4 est plus importante que celle

d’'IFN-y dans les surnageants de culture analysés.

A Ensemble des cellules de ndritiques B Cellules dendritiques CD8a +
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Fig 39 : Rapports IL-4/IFN-y dans le surnageant de culture des lymphocytes de souris
stimulées avec différentes sous-populations de cellules dendritiques pulsées par

différents antigénes de tiques. Abscisse : antigéne utilisé. Ordonnée : rapport IL-4/IFN-y.

Avec I'ensemble des cellules dendritiques (fig 39 A) et pour tous les antigenes une
plus forte proportion d’IL-4 que d’IFN-y est observée. Les souris injectées avec des
cellules dendritiques non « pulsées » produisent la méme quantité d’IL-4 que d’IFN-y.

La réponse n’est pas polarisée aprés restimulation in vitro avec de 'EGS.

Les cellules dendritiques CD8a+ (fig 39 B) pulsées par la fraction 21 et la salive

provoquent une plus forte proportion d’IFN-y que d’IL-4. Pour la premiére fois, nous
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parvenons a induire une proportion plus importante d’'IFN-y que d’IL-4 avec un
antigéne de tique en stimulation secondaire de cellules spléniques. Le rapport IL-
4/IFN-y avec la fraction 21 est environ 50 fois plus petit que le rapport obtenu avec le

témoin.

Avec les cellules dendritiques CD4+ (fig 39 C), toutes les fractions (sauf la fraction
21) montrent une proportion plus importante d’IL-4 que d’IFN-y. Avec la fraction 21, la
proportion IL-4/IFN-y est identique a celle obtenu avec le témoin ayant regu des

cellules CD4+ naives.

Toutes les fractions montrent un rapport IL-4/IFN-y supérieur a 1 avec les cellules
dendritiques CD8a-/CD4- (fig 39 D). La salive provoque une proportion légérement

inférieure a 1.
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4 Discussion

4.1 Production de cytokines et polarisation de la réponse

L’augmentation ou la diminution de certaines cytokines (IFN-y, IL-2, IL-12, IL-4, IL-13,
IL-5, IL-6) nous informe sur la polarisation de la réponse de la souris BALB/c ©¥).
Dans ce travail, nous avons porté I'accent sur la détection de I'lFN-y qui est une
cytokine typique d’'une réponse Th1 et sur I'lL-4 qui caractérise une réponse Th2.
Comme l'induction de la réponse nous intéresse et que I'lL-10 montre un effet
synergique avec I'lL-4 ®) elle a également été quantifiée . L'IL-10 polarise la
réponse immunitaire vers Th2 en inhibant la production d’IL-12 par les cellules

86)

dendritiques ® ®")_ | ’expression d’IL-10 est due aux cellules T, B et monocytes,

lesquels d’infiltrent dans la peau lors d’une troisiéme réinfestation 2

4.1.1 Etude de I’évolution d’IL-4, d’IFN-y et IL-10

Il a été montré que la réponse immunitaire de la souris BALB/c est polarisée vers
Th2 lors d’une infestation par tous les stades d’/. ricinus ®%. Une forte production
d’'IL-4 a été démontrée dans les ganglions drainant le site de fixation des tiques. La
rate produit également de I'lL-4. La réponse Th2 des souris contre les tiques
n’engendre pas de résistance contre ces ectoparasites. Dans notre travail, nous
avons suivi I'évolution dans le temps de 'lFN-y, de I'lL-4 et de I'lL-10 dans
I'épiderme, le derme, les ganglions et la rate de souris BALB/c infestées par des
larves l.ricinus. Nous avons infesté les oreilles des souris sans devoir les raser car
imberbe a cet endroit. Nous avons ainsi diminué les risques de production d’IL-4 lors

d’une éventuelle cicatrisation ©9.

4.1.2 L’épiderme

Lors d’une infestation, I'épiderme est transpercé par le rostre des larves de tiques,
les antigénes sont ainsi injectés trés superficiellement dans ce tissu. Nos résultats

montrent une forte augmentation du rapport d’IL-4 au niveau de I'épiderme aprés 18
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heures d’infestations par les larves d’l. ricinus (chap 3.1.1). Chez le cochon d’'Inde,
les antigenes de Dermacentor andersoni sont apprétés par les cellules de
Langerhans et présentés dans les ganglions drainant le site de fixation des tiques
0 Nous avons montré que la production d’IL-4 est due aux cellules Ty8, population
de cellules T majoritaire dans ce tissu. Comme les cellules Tyd sont activées sans
I'intervention de CPA, la stimulation est sans doute obtenue par un effet direct de
I'antigéne sur ces cellules V). Les cellules Tys n’ont, en effet, pas besoin de
reconnaitre I'antigéne en association avec les molécules du CMH pour étre activées.
Nous avons essayé sans succés de stimuler in vitro des cellules Tyd naives isolées
avec de la salive d’/. ricinus. Nous avons également échoué dans la stimulation des
cellules Tyd avec de I'antigéne apprété par des cellules de Langerhans qui sont les
seules cellules productrices d’IL-1p dans I'épiderme ©2. Il est possible que les
cellules Tyd soient stimulées par la blessure due a la pénétration du rostre dans
I'épiderme. Toutefois, un effet des antigénes sécrétés ne peut étre exclu puisque

nous observons une forte production d’IL-4 par les Tyd de la rate (chap 3.4).

L’IL-4 produite dans I'épiderme a sans doute deux effets. Elle intervient certainement
dans le processus de cicatrisation de la Iésion due a la pénétration du rostre et inhibe

63) 33 1 est

la migration des cellules de Langerhans vers les ganglions drainants
probable que I'inhibition de la migration des cellules de Langerhans est favorable aux
tiques. En effet, retenant ces cellules dans I'épiderme, la tique peut ainsi empécher
une réaction rapide de la souris contre les antigeénes qu’elle injecte pendant son
repas. Ceci pourrait également expliquer la réponse tardive dans les ganglions
drainants par rapport aux autres tissus examinés (chap 3.1). Nous ne prétendons
pas que la production épidermique d’IL-4 participe a la polarisation systémique de la
réponse immunitaire contre les tiques mais il est possible que I'lL-4 produite dans
I'épiderme, emporté par le sang ait un effet sur la réponse de la rate. Des études

supplémentaires sont nécessaires.

Comme nous n’avons pas pu induire de production d’'IL-4 par les cellules Tyd in vitro,
nous pensons que d’autres facteurs interviennent dans l'induction in vivo. Dans notre
systéme, I'lL-1p favorise certainement la production d’'IL-4. Nous savons qu’en

culture, la stimulation des cellules TCD4+ naives issues de la rate de souris BALB/c
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par des cellules dendritiques en présence de salive de tique est favorisée si de I'lL-

(83

1B est ajoutée au milieu de culture ®). 1| est possible que I'lL-1B joue un rdle similaire

sur les cellules Tyo de I'épiderme. Dans I'épiderme de la souris, cette cytokine est

exclusivement produite par les cellules de Langerhans (02)

Si I'effet de I'lL-4 a été démontré sur les cellules de Langerhans, I'effet sur les
cellules T de I'épiderme ®* n’a pas fait I'objet d’études approfondies & notre

connaissance.

Nous constatons que la production d’IFN-y et d'IL-10 est inhibée dans I'épiderme lors
du repas sanguin des larves d’l. ricinus. L’IL-4 ayant un effet négatif sur la production
d'IFN-y, il est logique d’'observer une diminution de cette cytokine lorsque le taux d’IL-
4 augmente. Il a été démontré que la production d’IL-10 des ganglions drainant le
site de fixation des tiques aprés restimulation avec de la conA et des antigénes de
glandes salivaires de tiques est due aux cellules TCD4+ %) Or ces cellules
représentent une population minoritaire dans I'épiderme, la plus grande partie des

cellules T étant des cellules Tya.

4.1.3 Le derme

Méme si le derme est en contact étroit avec I'épiderme, les différences de réaction
entre ces deux tissus sont importantes. Le derme est soumis massivement a la salive
injectée par les larves d'l. ricinus. En effet, le rostre des larves pénétre jusqu’au
derme ou est libérée la majeure partie de la salive. Ce tissu est infiltré par des

éosinophiles, neutrophiles, basophiles, monocytes lors d’'une troisieme réinfestation
(88)

Dans notre travail, nous montrons que I'lL-4 augmente dans le derme a la fin de
l'infestation (72-120 heures apres le début de l'infestation) et baisse immédiatement
aprés que les larves se sont détachées. L’augmentation du rapport d’IL-4 est moins

importante dans le derme que dans I'épiderme (chap 3.1.1)
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Le rapport d’IL-10 augmente aussi progressivement a la fin de l'infestation (chap
3.1.3). Cette cytokine est notamment produite par les cellules B, T et les monocytes,

lesquels infiltrent le derme des souris infestées lors d’une troisiéme infestation 2.

L’IL-10 a un effet synergique avec I'lL-4 ®5) dans la polarisation de la réponse vers
Th2 entrainant une inhibition de la production de I'lFN-y. Nos observations montrent
que production de I'lFN-y est inhibée dans le derme des souris pendant I'infestation

par les larves (chap 3.1.2).

4.1.4 Les ganglions drainants

Le rapport d’IL-4 augmente progressivement durant le repas sanguin des larves de
tiques (chap 3.1.1). Cette augmentation se poursuit 48 heures aprés le détachement
des larves. La polarisation Th2 de la réponse immunitaire anti-tiques dans les
ganglions drainant le site de fixation des tiques a été largement décrite ®2) Nos
résultats confirment que I'lL-4 est sécrétée en grande quantité dans cet organe.
Nous montrons aussi que le rapport d’IFN-y reste bas (chap 3.1.2). L'augmentation
du rapport d’IL-4 est plus tardive que dans la rate car les antigénes doivent étre
présentés aux lymphocytes ganglionnaires par les CPA. Les CPA apprétent les
antigenes et subissent une maturation pendant laquelle elles vont migrer dans les
ganglions. Ce n’est qu’apres I'achevement de ce processus que les ganglions
drainant le site de fixation des tiques sont stimulés. Les antigénes peuvent étre
présentés par les cellules de Langerhans , les cellules dendritiques et les

lymphocytes B %),

Dans notre travail, nous observons une diminution de I'lL-10 dans les ganglions
drainants (chap 3.1.3). Lors d’une premiére infestation, il a été montré que le taux
d’IL-10 n’augmentait pas de maniere significative (65 Ganapamo avait prélevé les
cellules ganglionnaires a la fin du repas sanguin des tiques et les avait restimulées in
vitro. Dans notre travail, la mesure d’'IL-10 a été effectuée sur les cellules prélevées

directement a partir des ganglions drainants pendant le repas sanguin. Le peu d’IL-
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10 détecté pourrait inhiber la présentation des antigénes aux cellules Th1 par les

cellules de Langerhans ).

4.1.5 La rate

Dans la rate, I'évolution de la quantité de messagers de I'lL-4 est treés intéressante
(chap 3.1.1). Nous constatons une premiére hausse de la production de cette
cytokine aprés 12 heures d’infestation, puis le taux d’lL-4 diminue avant d’augmenter
a nouveau 72 heures apres le début de l'infestation. Comme la rate est un organe
profond, il est surprenant qu’elle soit déja stimulée aprés 12 heures d’infestation. Les
antigénes doivent parvenir a la rate rapidement, sans doute, par voie sanguine. Il est
envisageable que les cellules T sont directement stimulées par les antigénes sans
étre présentés par des cellules spécialisées. Les résultats décrits dans le chapitre 3.4
montrent que les cellules Tyd sont les principales productrices d’'IL-4 dans cet

organe, celle-ci ne nécessitent pas de présentation d’antigéne pour étre activées ®7)

®8) Une seconde augmentation de I'lL-4 splénique est observée aprés 72 heures
d’infestation. Il est probable que celle-ci est due a une stimulation a la suite d’'une
présentation des antigénes par les cellules dendritiques de la rate. Comme nous
avons démontré que I'ensemble des cellules dendritiques engendre une réponse Th2
lorsqu’elles sont en contact de la salive de tique (chap 3.7.3), cette hypothése
semble plausible. A partir du moment ou les tiques se détachent et n’injectent plus de
salive 'augmentation de la production d’IL-4 s’arréte. Les cellules Ty de la rate
produisent de I'lL-4 et pourraient jouer un réle essentiel dans la polarisation de la

réponse de la souris BALB/c contre les larves d’I. ricinus ©9.

4.2 Etudes des sous-populations de cellules dendritiques pulsées avec

différents antigénes salivaires d’Ixodes ricinus

Il est possible d’'induire une réponse immunitaire en injectant des cellules
dendritiques « pulsées » avec certains peptides ©" ou de la p-galactosidase ©.
Nous avons provoqué une réponse immunitaire en injectant des cellules pulsées

avec des antigenes d’l. ricinus. Certaines fractions d’EGS entrainent une prolifération

Laboratoire d'immunologie Université de Neuchatel



Discussion M

cellulaire plus importante que d’autres (chap 3.5). Nous avons sélectionné les
fractions qui induisaient la prolifération de cellules spléniques la plus élevée lors
d’'une stimulation secondaire in vitro. Ces cellules provenaient de souris BALB/c qui
avaient été inoculées avec des cellules dendritiques pulsées par les mémes

fractions. Une prolifération ne signifie pas forcément une production de cytokines.

La PGE; inhibe une éventuelle réponse Th1 favorisant ainsi la polarisation vers Th2
®8) La prostaglandine E, (PGE,), détectée dans la salive des tiques et dans 'EGS
non fractionné, est absente des fractions utilisées dans notre travail. Nous pouvons
ainsi exclure une influence de la PGE; dans notre expérience. La dialyse des

fractions et l'utilisation de l'ultrafiltration pour les concentrer élimine la PGE..

La plupart des fractions provoquent une réponse Th2, soit une production plus
importante d’'IL-4 comparée a I'lFN-y. Toutefois, nous constatons que la fraction 21
induit une forte production d’'IFN-y. La salive contient de la PGE, . Cependant, elle
aussi, induit une augmentation du rapport d’IFN-y en pulsant les cellules dendritiques
CD8a+ (chap 3.7.2).

4.2.1 Role des cellules dendritiques de la souris BALB/c dans I'immunité

anti-I. ricinus

Comme nos résultats le montrent, les cellules dendritiques capturent et apprétent les
antigénes de la salive d’I. ricinus (chap 3.6). L’appartenance des cellules
dendritiques aux différentes sous-populations a une importance fondamentale dans

(190) Soumises aux antigénes salivaires d'I. ricinus, les

la polarisation de la réponse
différentes sous-populations polarisent la réponse de différentes maniéres (chap

3.6).

Des études ont montré que les cellules TCD4+ produisent de I'lL-4 dans les
ganglions drainant le site de fixation des tiques. Nous avons montré que les cellules
Tyé de I'épiderme et de la rate produisent aussi de I'lL-4 en réponse a la piqire des

larves d’I. ricinus. La nature des composants de la salive de cet ectoparasite n’est
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pas le seul facteur induisant une réponse systémique Th2. Nous observons que les
cellules dendritiques CD8a+ provoquent une production importante d’IFN-y
lorsqu’elles sont soumises a la salive de la tique (fig 39C). De nombreuses études
ont été menées pour déterminer I'influence du type de cellules dendritiques sur la
polarisation de la réponse. En 1999, une étude démontre que lorsque I'antigéne est
présenté par les cellules dendritiques CD8a.+ a des cellules T naives, la réponse a
tendance a étre déviée vers Th1 ©®®. Ce n’est pas le cas avec les cellules
dendritiques CD8a-. Les cellules dendritiques CD8a+ issues de souris déficientes en
IL-12 perdent cette propriété, indiquant que I'lL-12 est essentielle pour l'initiation
d’'une réponse Th1. Les cellules dendritiques CD8a+ produisent plus d’'IL-12 que les

(%9)_Cette propriété pourrait jouer un role capital dans la

cellules dendritiques CD8a-
polarisation de la réponse vers Th1.

Dans un modéle naturel, nous envisageons que la salive d’l. ricinus stimule
préférentiellement les cellules dendritiques CD8a- et, par conséquent, induit une

réponse Th2 in vivo.

Si les cellules dendritiques jouent un rdle clef dans I'induction et la polarisation de la
réponse immunitaire, nous ne devons pas oublier que le systéme in vivo est
extrémement complexe et que la régulation de la réponse des différentes sous-
populations de cellules dendritiques est gérée par 'environnement de ces cellules.
Dans nos expériences, I'antigéne est délivré aux cellules dendritiques dans un milieu
simple. In vivo, les antigénes sont captés et apprétés alors que I'ensemble des
cellules dendritiques est présent. De plus, les cellules dendritiques sont soumises
aux cytokines secrétées par les autres cellules comme les cellules T. Il a été
démontré que I'lL-12 est déterminante dans I'induction d’'une réponse Th1 par les
cellules dendritiques alors que 'lL-10 inhibe les cellules CD8a+ impliquées dans
cette polarisation ®¥. L’IL-12 est importante pour induire la production d’IFN-y par les

191 QOr, lors de I'infestation de la souris par /. ricinus,

cellules dendritiques CD8a:+ ¢
I'lL-4 produit dans I'épiderme par les cellules Tyd (chap 3.2), dans les ganglions par
les cellules TCD4+ ©?) et dans la rate par les cellules Ty (chap 3.4) inhibe la

production d’IL-12. La production rapide d’'IL-4 dans la rate empéche sans doute les

cellules CD8a+ de polariser la réponse vers Th1.
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Certains animaux, comme les lapins, développent une résistance contre les femelles
d’ 1. ricinus ®®. Cette résistance semble liée a I'activation des basophiles 2.
Actuellement, aucune corrélation entre la polarisation Th1 de la réponse immunitaire
et la résistance contre les tiques n’a été démontrée. Dans ce travail nous montrons
que les cellules dendritiques CD8a+ induisent une forte production d’IFN-y
lorsqu’elles sont pulsées par de la salive d’I. ricinus (fig 39C). Des études montrent
que le changement de polarisation de la réponse immunitaire de Th2 vers Th1

(192) (193) 'Sj hous considérons que

entraine une résistance contre Leishmania major
la réponse Th2 de la souris contre la tique favorise le repas sanguin, nous pouvons
envisager que la polarisation Th1 détermine une résistance en empéchant que la

tigue se nourrisse avec succes.

4.3 Limite du travail et voie future

Nous avons vu qu’une production importante d’IL-4 au niveau de la peau était
détectée rapidement. Nous avons également constaté que les cellules Tyd étaient
responsables de la production de cette cytokine. Méme si nous avons émis quelques
hypothéses, nous ignorons a quel point cette production d’'IL-4 peut polariser la
réponse de la souris BALB/c contre la piqare de tiques. |l est probable que I'lL-4
produite par les cellules Tyd inhibe la migration des cellules de Langerhans et
favorise le repas sanguin de la tique. |l serait intéressant d’examiner ce qui se passe
avec des souris déficientes en Tyd. Il est également possible que I'lL-4 produite dans

la rate empéche l'induction d’'une réponse Th1 par les cellules dendritiques CD8a.+.

La rate produit rapidement de I'lL-4, méme plus rapidement que les ganglions
drainants (chap 3.1.1). Des antigénes parviennent rapidement a la rate, sans doute,

par voie systémique.

Les ganglions drainant le site de fixation des tiques réagissent plus tardivement que
la rate. Dans ce cas, il est probable que les antigénes sont pris en charge par les

cellules dendritiques de la peau. Ces cellules subissent une maturation qui va

Laboratoire d'immunologie Université de Neuchatel



Discussion 94

engendrer leur migration dans les ganglions. Ces cellules présentent alors I'antigéne

aux cellules T et provoquent leur prolifération et une production d’IL-4.

Dans ce travail, nous nous sommes focalisés sur I'lL-4, 'lFN-y et I'IL-10. D’autres
cytokines pourraient aussi interagir avec les cellules actives dans la réponse anti-

tiques de la souris.

Nous avons montré que les cellules dendritiques peuvent étre « pulsées » in vitro
avec la salive d’I. ricinus ainsi que par des fractions d’EGS. Nous avons examiné 9
fractions d’EGS, le travail pourrait étre étendu a d’autres fractions. Les fractions étant
encore des mélanges complexes de protéines (chap 3.6.1), une purification plus fine
des protéines de 'EGS ou l'utilisation de protéines salivaires recombinantes
permettraient d’étudier plus précisément le comportement des différentes sous-

populations de cellules dendritiques face a des antigénes mieux caractérisés.

L’'usage de protéines induisant une réponse Th1 aprés injections de cellules pulsées
pourraient éventuellement induire une résistance de la souris BALB/c qui est

normalement susceptible aux tiques.

Comme certains travaux le montrent, la polarisation de la réponse immunitaire est
trés importante lors de la transmission de pathogénes par les tiques ?®. Une
meilleure connaissance de la modulation de la réponse par les cellules dendritiques
pourrait nous donner de précieuses informations pour limiter la transmission de

pathogénes.
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5 Résumé

Il est connu que la piqare de la tique /. ricinus induit une réponse Th2 chez la souris
BALB/c. Cette réponse se traduit par une production importante d’IL-4 dans les

ganglions drainant le site de fixation des tiques et la rate.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la production d’lL-4, d'IFN-y et d’IL-
10 dans différents tissus : épiderme, derme, ganglions et rate. De plus, nous avons

cherché quelles populations cellulaires produisent de I'lL-4 dans I'épiderme et la rate.

Alors qu’une autre étude a montré que I'lL-4 produite dans les ganglions était due
aux cellules TCD4+ ®?, nos résultats mettent en évidence que I'augmentation
importante et rapide du rapport d’lIL-4 dans I'épiderme et la rate est principalement

due aux cellules Ty présentes dans ces deux tissus.

Nous montrons que I'appartenance des cellules dendritiques a certaines sous-
populations influence I'induction et la polarisation de la réponse immunitaire anti-

tiques de la souris.

Nous réussissons a induire une réponse immunitaire en injectant a des souris naives
des cellules dendritiques « pulsées » avec la salive et diverses fractions d’'EGS. Les
cellules dendritiques CD8a+ « pulsées » avec la salive et la fraction 21 de 'EGS
provoquent une forte production d’IFN-y lorsque les cellules de la rate sont
restimulées in vitro avec le méme antigéne. Il parait donc possible d’induire une

réponse Th1 avec de I'antigene de la tique /. ricinus.

Le lien entre une réponse Th1 et une résistance de la souris contre la tique n’est pas
établi. Une résistance se traduirait par des problémes de nutrition, de mue et de

ponte de la tique et ainsi interromprait le cycle de vie de I'ectoparasite.

Il se pourrait également que la polarisation de la réponse vers Th1 empéche ou limite
la transmission de pathogénes comme Borrelia burgdoferi sensu lato, agent de la

borréliose de Lyme.
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7 Annexe

7.1 FPLC

Méthode d’activation :

0.0 CONC%B 0.0 (seulletampon A passe dans le systéme)

0.0 ML/MIN 1.0  (débit de 1 ml/min)

0.0 VALVE.POS 1.2 (faire passer du tampon par la boucle d’échantillon)
50 CONC%B 0.0 (jusqua5ml)

50 CONC %B 100.0 (a5 ml, fait passer le tampon B)

15.0 CONC %B 100.0 (jusqu’a 15 ml)

15.0 CONC %B 0.0 (fait passer le tampon A)

20.0 CONC %B 0.0 (jusqu’'a 20 ml)

20.0 VALVE.POS 1.1 (remet la valve en position de charge)

220 CONC %B 0.0 (arrétele systtme a 22 ml)

Cette méthode effectue un gradient linéaire du tampon A ou tampon B puis du
tampon B au tampon A. Elle permet a d’éventuelles protéines de se détacher et

équilibre la colonne avec le tampon A.

Méthode de charge de I’échantillon :

Il faut tout d’abord régler le volume d’échantillon récupéré par le collecteur de

fractions a 10 ml/tube.

0.0 CONC%B 0.0 (seulletampon A passe dans le systeme)

0.0 ML/MIN 1.0  (débit de 1 ml/min)

0.0 CM/ML 0.50 (avance du papier de lI'imprimante : 0.5 cm/ml)
0.0 VALVE.POS 1.1 (valve en position de charge)

1.0 PORT.SET 6.1
1.0 CLEAR DATA
1.0 VALVE.POS 1.2

(active le carrousel de récupération)
(efface les données stockées)

(injecte I'échantillon dans la colonne)
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1.0 MONITOR 1 (active I'impression de 'absorbance)

1.0 LEVEL % 5.0 (indique quel niveau d’absorbance indique un pic)

1.0 ML/MARK 1.0 (imprime une marque a chaque ml écoulé)

1.0 INTEGRATE 1 (intégre les données)

10.0 CONC %B 0.0 (arréte le systéme a 10 ml)

10.0 INTEGRATE O (arréte l'intégration des données)

L’échantillon est injecté dans la colonne et les protéines qui ne se fixent pas sont

éluées par le passage d’'un volume de tampon 10 fois supérieur au volume de la

colonne.

Méthode d’élution :

Il faut tout d’abord régler le volume d’échantillon récupéré par le collecteur de

fractions a 0.5 ml/tube.

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
21.0
21.0

CONC %B 0.0
ML/MIN 1.0
CM/ML 0.50
PORT.SET 6.1
VALVE.POS 1.1
CLEAR DATA

ML/MARK 1.0
MONITOR 1
LEVEL % 5.0
CONC %B 0.0
INTEGRATE 1
CONC %B 100

INTEGRATE 0

(pompe A uniquement)

(débit : 1 ml/min)

(déroulement du papier de 'imprimante : 0.5 cm/ml)
(activation du carrousel de récupération)

(valve en position de charge)

(effacement des données stockées)

(marque sur le papier a chaque ml écoulé)

(active 'impression de 'absorbance UV A=280 nm)
(indique quel niveau d’absorbance indique un pic)
(début du gradient : pompe A uniquement)

(integre les données)

(fin du gradient : pompe B uniquement)

(fin de l'intégration des données)

La méthode effectue un gradient linéaire du tampon A vers le tampon B. Les

protéines sont éluées. Un graphe est imprimé. Il indique I'absorbance a 280 nm de

I’éluat. Les fractions de 0.5 ml sont récoltées.
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7.2 Comptage de la scintillation :

Parameétre du compteur a scintillation :

o Display B

o Time 0.5

o K-Counts 800

o LCR Off

o Windows H?

o Lower level 100
o Upper level 750

o Attenuator 100 (L-U)

7.3 PCR

7.3.1 “Master Mix”

Test de rétrotranscription PCR compétitives
Eau 15.87 ul 35.75 ul
Tampon 10x 2.5l S5ul
MgCl, (25 mM) 2l
DNTPs (10mM) 0.5 ul 1ul
Amorce 1 (20 uM) 0.5u 1l
Amorce 2 (20 uM) 0.5 ul T
Tag-polymérase 5U/ul (Bioline) 0.13 ul
Hotstartaq (Qiagen) 0.25 ul
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L’utilisation de la tag-polymérase Bioline ne nécessite pas d’adjonction de MgCl.,. Les
PCR compétitives sont effectués dans un milieu réactionnel final de 50 ul alors que le

test de la rétrotranscription est effectué dans 20 pl.

7.3.2 Cycles de PCR

Programmation du Mastercyler, Eppendorf ®

Test de la rétrotranscription PCR compétitive IL-4, PCR compétitive IL-10
HPRT,IFN-y

CTRL BLOCK CTRL BLOCK CTRL BLOCK

LID = 110° LID = 110° LID = 110°

1 T=94° 0:3:00 1 T=95° 0:15:00 1 T=95° 0:15:00

2 T=94° 0:0:40 2 T=94° 0:0:40 2 T=94° 0:0:30

3 T=60° 0:0:20 3 T=60° 0:0:20 3 T=52° 0:0:30

4 T=72° 0:0:40 4 T=72° 0:0:40 4 T=72° 0:0:30

5 GOTO 2 REP 35 5 GOTO 2 REP 35 5 GOTO 2 REP 35

6 T=72° 0:10:0 6 T=72° 0:10:0 6 T=72° 0:10:0

7 HOLD 4.0° ENTER 7 HOLD 4.0° ENTER 7 HOLD 4.0° ENTER

end end end

La Hotstartaq Qiagen nécessite une incubation d’activation a 95°C pendant 15 min.

La température « d’'annealing » des amorces de I'lL-10 différe de celle des amorces

de I'lL-4, IFN-y et IL-10.

7.3.3 Séquences des amorces

Cible  Amorce 1 (5-3’)

HPRT  GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG
IFN-y CATTGAAAGCCTAGAAAGTCTG

IL-4 CATCGGCATTTTGAACGAGGTCA
IL-10 TACTTGGGTTGCCAAGCCTT

Amorce 2 (5’-3’)
GAGGGTAGGCTGGCCTATAGGCT
CTCATGAATGCATCCTTTTTCG
CTTATCGATGAATCCAGGCATCG
TTCACAGAGAAGCTCAGTAAAT
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7.4 Résultats des mesures de messagers chez la souris BALB/c naive

Epiderme Derme Ganglions Rate
Quantité 2 oreilles 2 oreilles 2 ganglions 1 rate
Dilution de
I'’ARN pour la 14 1:4 1:4 1:20
rétrotranscription
Messagers de 5 5
2.810” | 3.2110° 0.02 0.02 0.004 0.004 0.004 0.004
I'lL-4 en pg/ul
Messagers de 6 5
8-10° 1.210° 04 04 0.28 0.32 0.8 1.2
I'IFN-y en pg/ul
Messagers de 5 .
0.08 0.12 8-10° 1.210° 0.8 1.2 0.4 0.6
I'lL-10 en pg/ul
Messagers de
1.5 2 3 4 0.3 0.4 1 2
'HPRT en pg/ul
Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2
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7.5 Résultats des mesures de messagers chez la souris BALB/c infestée

7.5.1 Epiderme

Temps
d’infestation

en heures

12

18

24

72

120

168

Messagers
de I'lL-4 en

pg/ul

0.002

0.002

0.00008

0.00012

0.0014

0.0014

0.0008

0.0012

0.0008

0.0012

0.0004

0.0006

0.08

0.016

Messagers
de I'IFN-y
en pg/ul

0.004

0.006

0.04

0.06

0.08

0.12

Messagers
de I'lL-10

en pg/ul

0.008

0.012

Messagers
de 'HPRT

en pg/ul

0.25

0.25

0.01

0.15

0.005

0.005

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

0.05

1.5

Souris 1

Souris 2

Souris 1

Souris 2

Souris 1

Souris 2

Souris 1

Souris 2

Souris 1

Souris 2

Souris 1

Souris 2

Souris 1

Souris 2
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7.5.2 Derme

Temps
d’infestation 12 18 24 72 120 168
en heures
Messagers
© o < © < ©
o~ o~ o o~ I
dellL-4en | S = = = S 3 S S S S S N 3 2
Q o S = =) s} S S S S < g
S S S S S S S S S = ° S ° °
pg/pl
Messagers
) N N
de I'lFN-y o o =) =) o o o o o o o o o
o o
en pg/ul
Messagers
de I'lL-10 o o o o o o o o o o o o o o
en pg/ul
Messagers
'HPRT « < < <2 © 10
de ™ < ) < - o~ S S - o~ S g & &
en pg/ul
Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2
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7.5.3 Ganglions

Temps
d’infestation 5 12 18 24 72 120 168
en heures
Messagers
N
o~ N < © © N © © [N
delll-4en | S S S S S S S S S 5 & & < <
=] o S S S o S s o o S S
S o S S S S S S o S e ©
pg/ul
Messagers
< © © ~ © N © N N © < ©
'IFN- o o S S < © N N
de 'IFN-y 8 8 S - 8 S S S ™ ™ S pu S S
o o i S o o o o o o o o
en pg/ul
Messagers
o~ o~ © o 0 ~
de 'lL-10 @Q N © N S 8 S 8 o o N I3e) =} o
o - o - Q < < < Q Q
© © © © o o o o o o
en pg/ul
Messagers
delHPRT | |8 | |8 « s & |& 8 g NI P S K
© = © o © © o = o o N
en pg/ul
Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2
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7.5.4 Rate

Temps
d’infestation 5

en heures

12

18

24 72

120 168

Messagers
de I'lL-4 en

0.004
0.004

pg/ul

0.0014
0.0016

0.008

0.012

0.0028
0.0032
0.00028
0.00032

0.08
0.16
0.04
0.04

Messagers
de I'IFN-y

0.6
0.8

en pg/ul

0.02
0.02

0.28

0.32

0.04
0.04
0.006
0.008

08

24
2.8
0.12

0.

Messagers
de I'lL-10

0.4
0.6

en pg/ul

0.002
0.002

0.008

0.012

0.014
0.016
0.00008
0.00012

0.005
0.007
0.00008
0.00012

Messagers
de 'HPRT

en pg/ul

0.025
0.025

0.25

0.25

0.3
0.4
0.005
0.005

0.05
0.05

Souris 1 | Souris 2

Souris 1 | Souris 2

Souris 1

Souris 2

Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2

Souris 1 | Souris 2 | Souris 1 | Souris 2

7.5.5 Valeurs des messagers d’IL-4 et HPRT produits par différentes

populations cellulaires de I’épiderme de souris BALB/c infestées

Types de cellules Tyd Autres cellules T Cellulesnon T
IL-4 & 18 heures 0.51 0.04 0

HPRT a 18 heures | 1.5 4 3

IL-4 & 168 heures | 0.5 0.0125 0

HPRT a 168 heures [ 1.5 1.5 1.5

IL-4 souris naive 0.007 0.5 0.8

HPRT souris naive |1.5 6 25
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7.5.6 Valeurs des messagers d’IL-4 et HPRT produits par différentes

populations cellulaires de rate de souris BALB/c infestése

Types de cellules | Ty8 TCD4+ TCD8+
IL-4 avec infestation | 0.008 0.4 0.028
HPRT avec inf. 0.35 100 10

IL-4 souris naive 0.03 0.04 0.4
HPRT souris naive |10 15 10
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