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Ac: anticorps

APAFIS: Autorisation de Projet utilisant des Animatix
ades Fins Scientifiques

BALT : Tissu Lymphoide Associé aux Bronches (en
anglais : Bronchus-Associated Lymphoid Tissue)

BCR : B-Cell Receptor

BPCO : Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive
(Acronyme anglais COPD)

CMH: Complexe Mageur d Histocompatibilité
(Acronyme anglais : HLA/MHC)

CPA : Cdlule Présentatrice d’Antigéne (Acronyme
anglais: APC)

CREFRE: Centre Régional d Exploration
Fonctionnelle et de Ressources Expérimentales

Ct : Cycle threshold

CTC : corticostéroides

DC : Céllule Dendritique (en anglais : Dentritic Cell)
FRET : Fluorescence-Resonance Energy Transfer
G6PD : Glucose-6-Phosphate Déshydrogénase

HAS : Haute Autorité de Santé

HE : Hématoxyline-Eosine

HEV : veinules a haut endothélium (en anglais : High
Endothelial Venules)

iBALT : Tissu Lymphoide Induit Associé aux Bronches
(en anglais : induced Bronchus-Associated Lymphoid
Tissue)

IFI : Infection Fongique Invasive
I'g : immunoglobuline

[l interleukine

ILC : Innate Lymphoid Cell

LBA : Lavage Broncho-Alvéolaire
LPS: LipoPolySaccharide

MSG : Major Surface Glycoprotein

NK : Natura Killer

OL-I / OL-I1 / OL-III : Organe lymphoide primaire/
secondaire/ tertiaire

PCP : Pneumocystose ou pneumonie a Pneumocystis

PCR : Réaction de Polymérisation en chaine (en
anglais : Polymerase Chain Reaction)

PFA : paraformaldéhyde
PMA : phorbol myristic acetate
PNA : PeaNut Aglutinin

PNAd: Adressine des ganglions lymphatiques
périphériques (en anglais: Periphera lymph Node
Addressin)

PNE : PolyNucléaire Eosinophile (en anglais PME:
PolyMorphonuclear Eosinophil)

PNN : PolyNucléaire Neutrophile (en anglais PMN :
PolyMorphonuclear Neutrophil)

RAMD : dépbt de cellules mémoires associé aux |ésions
(en anglais : Repair Associated Memory Depots)

RESSIF : RESeau de Surveillance des Infections
Fongiques

RPMI : Roswell Park Memorial Institute Medium

S1, S3, S6: point de cinétique a 1 semaine, 3 semaines
et 6 semaines

SCID : Severe Combined ImmunoDeficiency

SVF : sérum de veau fodtal

TCR : T-Cell Receptor

T : Lymphocyte T auxilliaire (en anglais: T helper)

TLR : Récepteur de type Toll (en anglais: Toll Like
Receptor)

Treg: Lymphocyte T régulateur

Tewm : Lymphocyte T centro-mémoire

Tem : Lymphocyte T effecteur mémoire

Tr1: Lymphocyte régulateur de type 1

Trm : Lymphocyte T résident mémoire

VIH : Virus de I'lmmunodéficience acquise Humaine

(enanglais: HIV
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Pneumocystis est un champignon ubiquitaire atypique découvert il y aenviron un siecle.
La pathologie gu'il peut causer chez I'immunodéprimé, la pneumocystose, reste, a I’ heure
actuelle, d’importance notable aux vues de I’ évolution de la médecine moderne, en effet elle
représente la deuxiéme cause d’ infection fongique invasive en France. Cependant |’ étude de ce
champignon est limitée et les connaissances sont difficiles a acquérir. De nombreuses avancées
ont été faites depuis la découverte de Pneumocystis aussi bien sur les aspects de physiologie du
champignon que de physiopathologie de lamaladie. Lors de ce travail de thése d' exercice nous
avons souhaité compléter les connaissances concernant |'immunophysiopathologie de
I’infection a Pneumocystis. Ce manuscrit est composé d’ une revue de lalittérature balayant des
notions d'immunologie et I’éat des connaissances sur Pneumocystis, puis les objectifs, le
matériel et méthodes ainsi que les principaux résultats sont présentés avant d’ étre discutés dans
une derniére partie. Ce travail a été réalisé dans le cadre du Master 2 Recherche « Biologie
Moléculaire et Cellulaire, parcours Parasitologie — Mycologie médicale » de Sorbonne
Université (année 2021-2022) au sein de I’ équipe Inserm n°6 de Nicolas Blanchard a Infinity

Toulouse Purpan.
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Dans cette premiére partie, nous allons aborder quatre points: i) des aspects
d immunologie générale, ii) des notions sur e poumon et son immunité, puisiii) des généralités
sur le champignon au coaur de cetravail : Pneumocystis et enfin iv) les connaissances actuelles

sur laréponse immune de I'immunocompétent contre Pneumocystis.

. A. Rappelsd’'immunologie générale

Afin de commencer a appréhender ce travail, nous alons dans un premier temps

repréciser quel ques concepts fondamentaux d’immunologie générale (1).

. A. a Objectifsdela réponseimmune

Au cours d une agression par un micro-organisme, un ensemble de réponse est déployé
chez un individu afin de retrouver I’état d’ homéostasie. Ces réponses, appelées réponses
immunes, s articulent dans un schéma complexe impliquant des mécanismes cellulaires,
moléculaires et géniques. Ces réponses ont pour but d’ éliminer |’ agresseur, de garder en
meémoire la rencontre avec ce dernier et de permettre un retour ala situation initiale. Parfois,
les effets des réponses immunes peuvent étre dél éteres et responsables d’ effets cytopathogénes
chez un individu.

Les cellules spécialisées dans les réponses immunes sont appel ées leucocytes et sont

caractérisées par | expression du marqueur CDA45.

1. A.b. Dichotomie immunitéinnée et acquise

Classiquement, les réponses immunes sont définies en deux grands types: la réponse
innée et la réponse adaptative. Ces réponses sont plus ou moins efficaces selon le type de

pathogéne impliqué.

Laréponse innée est la premiere impliquée dans la lutte contre les pathogenes. Elle
N’ est pas spécifique du pathogéne en question et est effective en quelques heures.

L e pathogene est d'abord reconnu par des récepteurs non specifiques de type Toll-like
récepteur (TLR) présents a la surface des cellules épithéliales ou des cellules immunitaires

résidentes. Les cellules ainsi activées vont produire, apres modulation génique, des cytokines
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inflammatoires a résonnance locale ou systémique. La diffusion systémique de ces signaux va
permettre le recrutement des leucocytes circulants (polynucléaires neutrophiles -PNN-,
monocytes) qui pourront migrer dansletissu d’ appel par diapédése (phénomeéne de traversé des
endothéliums). Les cellules ainsi recrutées participeront al’’ élimination du pathogéne grace a
différents effecteurs moléculaires cytolytiques (nétose, libération d espéces réactives de
I’ oxygene...).

Au cours de cette phase, le micro-organisme sera capté par des cellules présentatrices
d’ antigene (CPA). Les CPA vont ensuite migrer vers les organes lymphoides secondaires (OL -
I1). Les CPA vont digérer les résidus de micro-organismes et appréter les antigenes résultant
afin de les présenter via le complexe maeur d histocompatibilité de type Il (CMH-I1) aux
lymphocytes naifs. C'est le début de la réponse adaptative qui est spécifique d’ antigene et
déployée en quelquesjours. Leslymphocytes activésiront ensuite sur lelieu del’ infection pour
participer a I’ élimination du pathogene. L’ efficacité de la réponse adaptative augmente au fil

des contacts avec |e pathogéne (principe exploité dans | es stratégies de vaccination).

Historiquement, les réponses innée et adaptive sont décrites comme agissant
séquentiellement : d’abord la réponse innée rapide puis la réponse adaptative. Toutefois le
dogme de la scission innée/adaptative semble aujourd hui obsoléte. En effet 1a découverte du
phénomene « d’ immunité entrainée » au sein du systeme inné ou « trained immunity » (2) et la
description des cellules lymphoides innées (ILC) (3) et autres lymphocytes atypiques (Figure
1) rendent cette séparation conceptuelle plus floue a I heure actuelle. De plus, il est reconnu
que les réponses innée et adaptative se déroulent en paralléle dans | es étapes d’ élimination d’ un

pathogéne bien que la réponse adaptative nécessite plus de temps pour se mettre en place.
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Figure 1l —Lesacteursdel’ immunité. Schématiré de « Immunologie fondamentale et immunopathologie », 2018 (1).

1. A.c L eslymphocytes

Les lymphocytes sont des cellules immunitaires dont I’ origine hématopoiétique est
lymphoide. Ils sont divisés en deux types cellulaires : les lymphocytes T (LT) responsables de
I’'immunité a médiation « cellulaire » caractérisés par |’ expression du marqueur membranaire
CD3 et les lymphocytes B (LB) a médiation « humorale » caractérises par |’expression du
marqueur membranaire B220.

II.A.c. 1. Structure du systéme lymphoide

Le systéme immunitaire est composé d’ organes et de tissus dédiés a la production de
lymphocytes. Ces structures sont connectées entre elles par les circulations sanguine et
lymphatique, permettant une communication fine entre les différents acteurs de I’ immunité.

Les lymphocytes naifs sont générés dans les organes lymphoides primaires (OL-I) :
moelle osseuse (LB) et thymus (LT) puis migrent vers les OL-II : rate et ganglions, ou ils

pourront rencontrer des antigénes entrainant leur activation.
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II.A.c. 2 Lymphocytes T
[I.A.c. 2.i. OntogéniedeslymphocytesT

Les précurseurs T proviennent de la moelle osseuse puis migrent vers le thymus et
forment les thymocytes. Au sein du thymus, plusieurs étapes de sél ection positives et négatives
aboutissement a la persistance de LT naifs simples positifs pour le CD4 ou le CD8. Ces
marqueurs définissent les deux populations lymphocytaires T conventionnels: LT CD4 et LT
CD8. Les LT naifs expriment a leur membrane un TCR spécifique d antigenes généré
aléatoirement par réarrangement des génesdu TCR au cours de lasél ection thymique et restreint
par le complexe majeur d’ histocompatibilité (CMH). L’ ensemble des TCR produits constituent
le répertoire T.

Différents facteurs sont impliqués dans I’ ontogénie des LT, notamment I'11-7 produit
par les cellules épithéliales thymiques qui agit en tant que facteur de prolifération des
thymocytes immatures.

LesLT naifs sont ensuite retrouvés dans le sang et circulent entre les différents OL-I1.

[1.A.c.2.ii. Activation desLT naifs

Lorsgu’ un pathogéne est présent dans un tissu périphérique, les CPA vont appréter
I"antigéne, le présenter sur leur CMH et migrer vers les OL-I1 drainant pour y rencontrer les
lymphocytes naifs spécifiques.

L’activation des LT naifs nécessite trois interactions formant la synapse
immunologique: i) I’'engagement du TCR, ii) la mise en place de signaux de costimulation
entre la CPA (CD80/CD86) et le LT naif (CD28) et iii) la polarisation du LT par signaux
cytokiniques. Le signal cytokinique est variable suivant qu’il S agissed'unLT CD4oud unLT
CD8.

[1. A. c. 2. iii. Les sous-populations lymphocytaires T CD4+

Lapolarisation des LT CD4+ constitue une différenciation fonctionnelle des cellules en
plusieurs sous-populations. Cette polarisation est induite par le signal cytokinique issu
principalement des CPA activant le LT CD4 naif (aussi appelé T,,0). La classification des sous-

populations lymphocytaires T s enrichie continuellement mais on peut néanmoins classer les
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LT CD4 entrois grandes catégories: i) les cellules effectrices ; i) les cellules régulatrices ; iii)

les cellules mémoires.

Parmi les cellules effectrices, les lymphocytes Tyl sont induits par I'll-12 et
I"interféron-gamma (IFN-y). Le facteur de transcription impliqué est T-Bet et ces cellules
secretent principalement le Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) et I'IFN-y. Les Tyl
participent a I’activation des lymphocytes T CD8 cytotoxiques, a la polarisation M1 des
macrophages et induisent une activité cytolytique globale permettant la résolution des
infections a germes intracellulaires (virus, bactéries intra-cellulaires). Ces cellules conduisent
parfois a des effets cytopathogenes et sont impliquées dans les mécanismes d’ auto-immunité.

Les lymphocytes T2 sont induits par I'l1-4. Le facteur de transcription impliqué est
GATAS3 et ces cellules sécretent principalement le I'11-4, I'11-5 et I'11-13. Les T2 permettent
I"activation des LB en plasmocytes sécréteurs d anticorps. Les IgE produites ainsi que les
Polynucléaires Eosinophiles (PNE) vont participer & la défense contre les helminthes mais
également aux réponses allergiques. Plus globalement, |a réponse humorale permet de lutter
contre les germes extra-cellulaires comme les bactéries. || est a noter que le dével oppement des
réponses Tyl et T2 sont mutuellement antagoni stes.

Leslymphocytes T17 sont induits par |’ 11-6 et le Tumor Growth Factor Beta (TFG-[3).
Lefacteur de transcription impliqué est ROR-yt et ces cellules sécréetent principalement I'11-17,
I'l1-21 et I'l1-22. La réponse T17 permet le recrutement des phagocytes, importants dans
I’ @limination des bactéries et des champignons (PNN).

Leslymphocytes T folliculaires auxiliaires (en anglais « follicular helper », Tg,) sont
induitspar I'l1-6 et I 11-21. Le facteur de transcription impliqué est Bcl6 et ces cellul es sécretent
principalement I'l1l-21 et I'll-4. Ces cellules permettent la coopération LB/LT et sont
indispensables ala commutation de classe viale récepteur CXCRS. Elles participent donc ala
réponse humorale.

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont induits par I'll-2 et le TFG-3. Le facteur
de transcription impliqué est FoxP3, ces cellules sécrétent principalement le TFG-3 et I'11-10.
Ces cellules sont indispensables al’immunomodul ation des cellules effectrices et favorisent la
résolution del’inflammation. Les cellules T régulatrice type 1 (Trl) sont apparentées aux Treg.

Elles sont capables de sécréter de I’ 11-10 en |” absence d’ expression de FoxP3.
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L’ activation et la polarisation des LT conduit & une expansion clonale et une migration
decescellules sur le site de I’ infection afin de lutter contre I’ agresseur. A I’issu de larencontre
avec |'agresseur, la contraction clonale réduit les cellules CD4 en un faible nombre de

lymphocytes constituant |es cellules mémoires.

1. A.c. 2. iv. Lessous-populations lymphocytaires T CD8+

Lapolarisation des LT CD8 dépend du signal cytokiniqueissu desLT CDA4.

La principale polarisation observée est de type T cytotoxique (TC) induite par les
cytokines de type Tyl : IFN-y et 11-2. Un signal de costimulation supplémentaire impliquant le
CD40/CD40L est également nécessaire a cette polarisation. La collaboration TL/TC permet
I’ expansion clonale supportée par I’ 11-2. L’ IFN-y favorise la différenciation optimaledu T CD8
en TC au cours de laquelle les cellules acquierent leur capacité de secrétion de molécules
cytotoxique : perforine et granzymes A et B. Suite alareconnaissance delacellule cibleviale
complexe CMH-I-peptide, la perforine va créer des trous dans la membrane de lacellule cible,
le granzyme va pénétrer la cellule atravers ces perforations et induire I’ apoptose de la cellule.
La cytotoxicité passe aussi atravers |’ interaction Fas/FasL qui induit I’ apoptose médiée par les
caspases. Les TC secretent de grandes quantités d’' IFN-y qui participent &1’ action antivirale et
favorisent la polarisation M1 des macrophages. Les TC sont ainsi impliqués dans les réponses
antivirales et antitumorales.

D’ autres populations T CD8 peuvent étre définies. Les T CD8 exprimant uniquement
I"lFN-y sont qualifiés de T CD8 activés. Ces cellules ne possédent pas de propriétés
cytotoxiques directes mais orientent la réponse immunitaire vers la cytotoxicité.

Commeles T CD4, lorsdelarésolution del’infection, lamajorité des T CD8 meurt par
apoptose lors delacontraction clonale pour nelaisser qu’ un petit nombre de cellules constituant

les callules mémoires.

II.A.c. 3. Lymphocytes B

La deuxieme population lymphocytaire impliquée dans la réponse adaptative est la
population des lymphocytes B (LB). IIs sont responsables de |a réponse a médiation humorale.
La réponse humorale peut étre thymo-indépendante, ¢’ est-a-dire non dépendante des LT, ou

bien thymo-dépendante. C’ est sur cette derniére que nous nous focaliseront.

19



1. A.c. 3.i. OntogéniedeslymphocytesB

Les progéniteurs B sont présents dans la moelle osseuse. |1s se différencient et maturent
de fagon indépendante de I’antigene et forment les LB matures naifs possédant une
immunoglobuline de surface spécifique. Cette immunoglobuline (1g) constitue le BCR du LB.
L’ Ig peut étre membranaire (g de surface) ou bien sécrétée (anticorps). La diversité des BCR
résulte de mécanismes de remaniements genétiques aéatoires (mécanismes de diversité
combinatoire et jonctionnelle) et constitue le répertoire B.

Les LB matures naifs migrent ensuite versles OL-I1.

[1.A.c.3.ii. Activation desLB

L’ activation des LB naifs repose sur |” association de trois signauix.

Les LB naifs circulent dansles OL-I1 jusqu’a ce qu’ils rencontrent I’ antigene natif dont
ils possedent le BCR spécifique. Cette rencontre BCR-antigéne a lieu dans la zone corticale
des ganglions lymphatiques drainant et constitue le premier signal d’ activation du LB. En effet,
les cellules stromales en zone corticale produisent la chimiokine CXCL 13 qui vont attirer les
LB viale récepteur CXCR5 alors gu’ en zone para-corticale, elles produisent les chimiokines
CCL19 et CCL21 qui vont permettre d’ attirer des LT vialeur récepteur CCR7.

Lors de la reconnaissance antigene spécifique-BCR, le LB va produire le CCR7
conduisant asamigration verslazonejonctionnelle B/T (corticale/para-corticale). En paralléle,
la présentation antigénique viales CPA aux LT CD4 naifs vainduire la polarisation de certain
LT en Ty qui perdent le CCR7 pour exprimer le CXCR5. Ces Ty, vont migrer en zone
jonctionnelle et aler rencontrer les LB qui viennent d’ étre activés. A ce moment, larencontre
LB/LT est appelée présentation croisée ou le LB joue le réle de CPA pour le LT préalablement
activé par le méme antigene et le T, constitue le deuxiéme signal indispensable a |’ activation
duLB.

Des signaux de costimulation sont également requis: CD80/CD86 (LB) avec CD28
(LT). L’interaction CD40/CD40L est indispensable a la commutation isotypique (switch de
I’ expression des IgM vers les autres classes d’ anticorps, en particulier les1gG) et laformation
des centres germinatifs (GC). Le LT produit également des signaux solubles nécessaires a la
prolifération et la survie du LB : 11-4 pour la survie et 1-21 pour la maturation (commutation

de classe, maturation d’ affinité et différenciation en plasmocyte).
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Cette activation supportée par les T, conduit ala formation des plasmablastes a demi-
vie courte sécréteurs d’'IgM et une faible proportion de LB activés fondateurs a I’ origine du
centre germinatif.

[1. A.c. 3.iii. Structure et r6le des centres ger minatifs

Les centres germinatifs (Germinal Center en anglais, GC) ont pour but de faciliter
I"interaction lymphocytes B et T de méme spécificités afin de promouvoir une réponse
adaptative efficace suite aun premier contact avec I’ antigene. Les GC, apparai ssant au sein des
OL-II, sont les structures dans lesquelles les lymphocytes naifs vont sactiver suite a
I’exposition a I'antigéne. Ils comportent deux zones: la zone sombre contenant les
centroblastes, racine du GC et lieu de I’ hypermutation somatique et la zone claire composée
des centrocytes subissant I’ expansion clonale des LB spécifiques d' antigene et |la commutation
isotypique sous la dépendance des Tr, et de I’ 11-21 (Figure 2).

MOELLE OSSEUSE ORGANE LYMPHOIDE SECONDAIRE, CENTRE GERMINATIF

Réarrangement géniques VDJ

@ —-—> — y : Lymphocyte T -
/ folliculaire 4 A

Cellule souche Lymphocyte B
lymphoide

Perte d'affinité Lymphocyte B

mémoire

:&‘%.

Plasmocyte
Figure2 —Activation des LB au sein des centres ger minatifs. Schématiré de « Immunologie fondamentale et
immunopathologie », 2018 (1).

La commutation isotypique correspond au changement d’expression de classe (ou
isotype) d'Ig : passage desIgM al’ expression d'1gG, IgA ou IgE. L’ expression detelle ou telle
classe d'Ig est variable suivant le tissu et |I'environnement cytokinique. L'hypermutation
somatique correspond a une maturation d affinité du BCR pour I'antigéne au travers de
mutations dans |es régions hypervariables des Ig.
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Suite a ces deux phénomeénes, les LB deviennent des plasmocytes capables de sécréter
de grande quantité d anticorps de haute spécificité pour I'antigene. Ces anticorps ont des

fonctions cytolytiques directes, d’ opsonisation ou de neutralisation de I’ antigene.

II.A.c.4.Laréponse mémoire lymphocytaire

Suite a un premier contact avec un pathogéne, la contraction clonale réduit
drastiquement le pool des lymphocytes recrutés pour ne laisser qu’ un petit nombre de cellules
appelées cellules mémoires. Les lymphocytes T mémoires ont plusieurs spécificités qui les
distinguent des cellules naives. Elles ont la capacité de s’auto-renouveler et de se maintenir sur
le long terme en I’absence d’antigéne. Elles possédent des propriétés migratrices accrues,
notamment la capacité de circuler dans les tissus périphériques non-lymphoides (peau, poumon,
intestin...). Leurs fonctions effectrices sont améliorées en termes de cytotoxicité et de sécrétion
de cytokines. Ces propriétés permettent aux cellules mémoires de protéger 1’hote sur le long
terme, a travers des réponses plus rapides et plus efficaces en cas de réinfection par un méme
pathogéne. La population des cellules mémoires n’est toutefois pas homogene (Figure 3). Les
lymphocytes mémoires se répartissent en i) T mémoire centraux (Tcw) ayant de forte capacité
réplicative mais pas de fonction inflammatoire ou cytotoxique ; ii) T effecteur-mémoire (Tey)
circulant entre les organes lymphoides et les tissus et iii) T résident-mémoire (Try) présents
exclusivement danslestissus et constituant une premiére barriere en réponse al’ antigene sur le

site de I’infection.

ORGANES LYMPHOIDES

TC M

- Persistent dans les
organes lymphoides.

- Se différencient
rapidement en cellules
effectrices.

Tem
O ‘) - Recirculent entre les
O organes lymphoides et
les tissus périphériques.
g - Ont des fonctions
L V) effectrices accrues.

e @

TRM

- Persistent dans les tissus
épithéliaux périphériques.
- Constituent une premiére
barriére de protection
contre les ré-infections.

TISSUS PERIPHERIQUES

Figure 3 —Localisation et fonction des sous-populations lymphocytaires mémoires. (4)

22



. B. Immunologie du poumon

Dans cette deuxiéme partie, nous alons nous intéresser a la réponse immunitaire se
développant spécifiqguement dans le poumon. Apres des rappels de physiologie (5,6), nous

décrirons les spécificités immunologiques de cet organe.

1.B. a Letractusrespiratoire

Chaque jour, un adulte moyen inhale 10 000 L d'air. Ces 10 000 L sont vecteurs de
micro-organismes, de polluants et autres particules diverses. Les voies aériennes remplissent
donc un role de barriere important en plus de leur fonction primaire d assurer les échanges

gazeux.

Letractusrespiratoire sedivise en deux parties : i) letractus supérieur ou voies agriennes
supérieures comprennent les cavités nasales, le pharynx et le larynx ; ii) le tractus inférieur ou
voies aériennes inférieures ou profondes comprennent la trachée, les bronches souches et les

poumons.

Les poumons sont des organes pairs situés dans la cavité thoracique entourés par une
séreuse, laplevre. Chaque poumon peut étre divisé en deux lobes agauche et troislobesadroite.
Les ramifications pulmonaires sont dichotomiques sur 23 embranchements en partant de la
trachée pour finir par les avéoles pulmonaires. Fonctionnellement, les niveaux de ramifications
peuvent étre divisés en deux entités distinctes: une partie conductrice allant des cavités nasales
jusqu’ aux bronchioles respiratoires et une partie destinée a la diffusion des gaz composée des
alvéoles pulmonaires. A chagque ramification du tractus respiratoire le calibre diminue et la
structure histologique évolue. L’ensemble du tractus respiratoire est revétu d’ une mugqueuse

respiratoire, reposant sur une membrane basale et soutenu par un tissu conjonctif, le chorion.

I1.B.b. Un organebarriére

Dans cette partie, nous décrirons des meécanismes annexes de lutte contre les
pathogénes, complémentaires a la réponse immunitaire proprement dite et aussi appelés

meécanismes d' anté-immunité (Figure 1).
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[1.B. b. 1. Clairance muco-ciliaire

Dans la portion conductrice de I’ arbre respiratoire se trouve |’ escalator muco-ciliaire.
Il s'agit du systéme de clairance des voies aériennes. Il repose sur I’ association d’ un tapis, le

mucus, et d’ un moteur, lescils.

Le mucus tapisse I’ ensemble des voies de conduction. Il est produit par les cellules
caliciformes araison de 15 a 20 mL par jour. |l exerce trois fonctions: i) piéger les particules
(effets « papier tue-mouche »), ii) humidifier I’air et iii) protéger les cellules épithéliales sous-
jacentes. Il est principalement composé deau (95%) et de glycoproténes,
glycosaminoglycanes, protéines et ions. Le mucus s organise en deux couches: une couche
superficielle trés visqueuse ou repose |’ extrémité des cils et une couche profonde plus fluide
permettant le battement des cils (10-20 battements/s). Les cils exercent un mouvement
mécanique pour faire remonter les particules afin qu’ elles soient dégluties et éliminées. Le
ralentissement de cet escalator muco-ciliaire est un risque majeur de prolifération ou de

dissémination des pathogenes.

Il1.B.b. 2. Alvéoles

La portion alvéolaire est la portion distale de I'arbre respiratoire. Un adulte moyen
possede 280 a 300 millions d'avéoles correspondant & une surface estimée a 80 nv
Schématiquement, on peut représenter une alvéole comme une poche comportant une paroi et

un contenu.

Laparoi alvéolaire est fine (6-10 um) et donc fragile. Elle est en contact étroit avec la
paroi des capillaires pulmonaires, |I’ensemble constituant la barriére alvéolo-capillaire. Cette
barriere est le lieu des échanges gazeux entre alvéoles et capillaires pulmonaires. L’ épithélium
alvéolaire est constitué a part égales de deux types cellulaires. i) Les pneumocytes de typel,
couvrent 95% de la surface alvéolaire, ont des fonctions de diffusion passive et assurent une
épaisseur minimale a la barriére alvéolo-capillaire. ii) Les pneumocytes de type Il sont de
grandes cellules sécrétant le surfactant indispensable pour éviter que les alvéoles ne se
collabent entre chague mouvement respiratoire et qui possede un réle immunomodul ateur

notamment viales protéines SP (7).
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L e contenu alvéolaire est constitué d air et de cellules mobiles. Les cellules mobiles sont
principalement des macrophages alvéolaires: ils représentent 2% des cellules totales du
poumons. |Is sont I’ ultime ligne de défense avant la circulation sanguine via leurs fonctions
phagocytaires non speécifiques et permettent un relais dans la réponse immune. Des
lymphocytes T et des polynucléaires neutrophiles sont également retrouvés dans les avéoles
mais ils sont peu nombreux a I’état physiologique. Les cellules mobiles sont les éléments

récupérés lors de la pratique d’' un lavage broncho-alvéolaire (LBA).

[1.B. b. 3. Sécrétion de peptides antimicrobiens

Les cellules épithéliales secretent des molécules a effet anti-microbien direct visant a
limiter la quantité de micro-organisme présent sur la muqueuse respiratoire. Ces molécules
viennent enrichir la composition du mucus ou du surfactant dans les voies aériennes et
possedent un spectre d’ héte large. Les peptides antimicrobiens sont chargés positivement et
viennent se fixer sur les pathogéenes déstabilisant leurs envel oppes et aboutissant a leur mort.
Le lysozyme va lyser |le peptidoglycane des bactéries. La lactoferrine présente dans le mucus
vachéater e fer indispensable ala croissance bactérienne. Les cellules glandulaires produi sent
également des mucines qui vont engluer les micro-organi smes dans le mucus avant de permettre
leur élimination atravers le tapis muco-ciliaire. Les cellules épithéiales peuvent produire des
especes réactives de I’ oxygene présentant une activité antimicrobienne. Enfin, les cellules

épithéliales participent également alatranscytose des IgA verslalumiere des voies aériennes.

I1.B.c. | nitiation desréponsesinneées

Les cellules de I’ épithélium respiratoire sont capables d'initier les réponses de type
innées, constitutives et rapidement inductibles (5). Les cellules épithéliales et les cellules
immunitaires locales possedent sur leur membrane des récepteurs PRR, e plus souvent de type
TLR. Apres fixation spécifique, une cascade de signalisation intracellulaire permet la

production de médiateurs pro-inflammatoires permettant le trafic et I’ activation cellulaire.

Lorsque I’ agent microbien atteint le compartiment intra-cellulaire ou la couche basale,
des signaux d aertes vont étre déclenchés par les cellules épithéliales et les macrophages
alvéolaires, le profil et I'intensité de la réponse dépendant du type de pathogéne reconnu.

L’ organisme met ainsi en place une réponse adaptée et proportionnelle a1’ agression. L’ 11-17 et

25



I"11-22 tiennent conjointement un réle important dans I’ activation des cellules. Elles sont
produites par des celluleslymphoidesinnées. L’ action de ces cytokines a pour conséquence une

amplification de la réponse inflammatoire notamment par le recrutement des PNN.

L’ exposition permanente a des antigénes extérieurs suppose une fine régulation de la
réponse immune pour limiter son activation perpétuelle. L’ objectif est de maintenir I’ intégrité
tissulaire. Les cellules capables d'activer la réponse inflammatoire sont aussi dotées de
mécanismes permettant de la maitriser. Les cellules épithéliales régulent leur activation a
travers I'l1-10 et le TFG-R afin de limiter les dommages tissulaires liés aux effecteurs de
I"inflammation et de restaurer I'intégrité de la barriere avéolo-capillaire. Elles produisent du
GM-CSF pour limiter laréponse des cellules dendritiques (DC). De plus des mol écul es dérivées
des acides gras poly-insaturés, appelées médiateurs pro-résolutifs, ont un réle actif dans la
résolution des mécanismesinflammatoires : diminution du recrutement des PNN et stimulation
de larégénération tissulaire notamment. Les macrophages alvéolaires expriment faiblement le
CMH-II limitant la présentation antigénique et produisent aussi del’11-10 immunomodul atrice.
Isolément, I'11-22 issue des cellules lymphoides locales participe aux mécanismes de

régénération tissulaire suite aux lésions.

I1.B.d. L aréponse immune adaptative

L es réponses immunes innées et adaptatives ayant été précédemment dével oppées (voir
« Rappels d'immunologie générale »), nous nous focaliserons sur les structures lymphoides
retrouvées au sein des poumons, lesiBALT, et les cellules mémoires résidentes du poumon, les
Trw.

II.B.d. 1. BALT

Le Tissu Lymphoide Associé aux Bronches (BALT) est un OL-II réparti le long du
chorion des voies aériennes des mammiferes, al’ instar des plaques de Peyer dans|’intestin. Les
OL-II mettent en relation des lymphocytes B et T naifs provenant du sang avec des antigenes,
sans passage dans les tissus. Ces interactions sont facilitées par I’ organisation des GC et
aboutissent a la production de cellules effectrices. Cependant, chez I’Homme et la souris, le

BALT n’est pas constitutif mais induit en réponse a divers stimuli de dangers ou microbiens.
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On parleaorsd’ iBALT (8,9) ou de tissu lymphoide ectopique (10) appartenant aux OL-I11 car

non-issu d’ un programme de différenciation embryonnaire.

II.B.d. 2. iBALT

Au sein de la muqueuse respiratoire, les iBALT sont localisés dans le tissu conjonctif
appelé chorion. On les retrouve précisément en zone péri-bronchique et périvasculaire. Les
iBALT ont une structure proche des OL-II : un centre germinatif composé d'une zone B

entourée delazone T structurée par des cellules stromales (Figure 4) (11).

Vaisseau

CD11c

Figure 4 — Structure des iBALT. Images de microscopie confocale (fusion des plans) obtenues apres
induction d'iBALT chez des souris C57BL/6 par du LPS par Hwang et al. (11). A. LesiBALT sont composés au
centre de lymphocytes B (B220+) entourésde LT (CD3+) et de cellules dendritiques conventionnelles (CD11c+).
B. On visualise la zone B constituée de LB (B220+) et des cellules folliculaires dendritiques (CD21/CD35+).
Echelle: 200 pm.

En zone B, les celules stromales sont appelées cellules dendritiques folliculaires
(exprimant CD21, CXCL13) et font parties des cellules fibroblastiques spécialisées. En zone
T, les cellules stromales sont plutdt des cellules fibroblastiques réticulaires qui expriment
CCL19 et CCL21 pour attirer les T naifs et les DC et produisent I'll-7 pour la survie des
lymphocytes naifs (11). La zone B comporte, en plus des lymphocytes B, des Tgy pour la
coopération B/T et lazone T comporte des T CD4 et T CD8 ainsi que des DC classiques (11).
Les IBALT arborent égaement des veinules a haut endothélium (HEV) exprimant des
chimiokines attirant les lymphocytes naifs comme CCL 21, ces cellules expriment aleur surface
la PNAd (adressine périphérique des ganglions lymphatiques) un marqueur retrouveé dans les
ganglions. Enfin des vaisseaux lymphatiques sont aussi retrouvés dans les iBALT permettant

larecirculation des lymphocytes effecteurs et mémoires produits (11).
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Alors que les OL-11 se développent exclusivement lors de la période embryonnaire, les
iBALT ne commencent a apparaitre qu’ apres la naissance suite aux premiéres expositions aux
antigenes respiratoires (11). 11 a éé montré que lesiBALT étaient particuliérement produits en
période néonatale chez la souris (12) et I'Homme (11). Cette formation a été rapportée en
réponse a des stimuli inflammatoires et a des infections bactériennes ou virales (11,13-15). La
taille, forme et le nombre d’'iBALT sont variables suivant I’ antigéne et la durée d’ exposition
(12). L’ interaction CCL13/CXCRS est indispensable a la formation de la zone B comme dans
lesOL-11 (11). CCR7, CCL19 et CCL 21 sont essentiels pour lazone T et lesHEV. CCL19 et
CXCL13 sont d'abord sous le contréle de |’ 11-17 (issu des T, 17) pendant la phase de formation
del'iBALT, puis apres larésolution de I’ inflammation, ces molécules sont sous le contrdle de
lymphotoxines dans le but de maintenir la structure. Les cellules stromales de la zone B
expriment le récepteur de I’IL-22. Cette cytokine est aussi indispensable a la formation des
iBALT, contrairement aux ganglions lymphatiques. Les PNN participent a la formation de
I"iBALT viala production d'IL-21 permettant le maintien des B activés (11). Les DC CD11c
positives jouent un role dans la formation et le maintien de I'iBALT. Les Treg peuvent au

contraire limiter laformation desiBALT.

Apres saformation pendant l1a phase inflammatoire, I'iBALT est maintenu en |’ absence
de I’antigene grace a des mécanismes homeostatiques produit par I'iBALT lui-méme (11).
L'iBALT joueraaorsle méme réle qu’ un centre germinatif classique et pourra activer des LB
de spécificités différentes de I’ antigene ayant induit I'iBALT. La présence de I'iBALT permet
une clairance plus rapide des virus et une production accélérée d’ Ac au niveau pulmonaire (9).
L'iBALT semble avoir des effets bénéfiques en contexte infectieux (13). Les mécanismes
d action suspectés sont i) laformation de vaisseaux lymphatiques autours desiBALT facilitent
la circulation des cellules et forment une niche pour les T CD4 mémoires et ii) un réle de
sequestration des antigénes permettant de limiter I'inflammation et les |ésions associées (11).
Dans le contexte de pathologies chroniques pulmonaires (BPCO, pneumopathies

d hypersensibilité, asthme), lesiBALT semblent associés aux dommages tissulaires (13).

[1.B. d. 3. Lymphocytes mémoiresrésidents

Suite a une premiére rencontre avec I’ antigene, une partie des lymphocytes deviendront

des lymphocytes résidents mémoires. Pour la population lymphocytaire T, on parle de Tgry. Ces
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cellules sont retrouvées dans les tissus périphériques barrieres (tube digestif, peau, tractus
respiratoire), non barrieres (foie, cerveau) et lymphoides (16). Elles sont maintenues gréce a
I’ expression alasurface cellulaire de molécules de résidence : CD103, CD69, CD49a, CXCRS.
A I'inverse, les Try sous-expriment les marqueurs de fuite tissulaire CD62L et CCR7. Les Try
congtituent la sous-population des cellules mémoires la plus abondante dans les organes

périphériques.

Les Trw SONt présents dans les tractus respiratoires inférieur et supérieur (17,18). Dans
les poumons, ils sont présents aussi bien dans les voies aériennes que dans le parenchyme. Les
Tru Offrent une protection immeédiate contre les infections virales ou bactériennes (17) de par
leurs fonctions effectrices rapides (cytotoxicité, production de cytokines). Ils possédent
également une fonction de détection et de transmission des signaux daarme en cas
d’infection.

Les Tru CD8, bien décrits dans la littérature, peuvent étre caractérisés par la co-
expression du marqueur CD69 et de CD103. Les Try CD8 ont la spécificité d’ avoir une demi-
vie tissulaire plus courte que les autres Try. Suite & des dommages tissulaires, les Try CD8
peuvent se multiplier temporairement dans des niches appelées dépbts de cellules mémoires
associés aux |ésions (Repair Associated Memory Depots, RAMD). I1s sont également issus des
Tem circulants.

Les Trem CD4, moins étudiés, sont principalement localisés dans les iBALT au méme
titre que les B résidents mémoires, Bgru. |ls sont caractérisés par I’ expression de CD69, +/-
CD103.

I1.B. e LeMicrobioterespiratoire

L e poumon a été considéré comme indemne de bactérie par le passé mais en pratique il

possede une flore de méme diversité que le tractus respiratoire supérieur en quantités moindres.

Les techniques d’ étude du microbiote ont tres largement évolué ces derniéres années,
passant des méthodes basées sur la culture a des techniques mol écul aires de nouvelle génération
basées sur I’ ARN 16S. L es phyla bactériens prédominants sont | es Bacter oidetes, Firmicutes et
Proteobacteria. Les genres dominants sont Prevotella, Veillonella, Pseudomonas,
Fusobacteria et Streptococcus (19). L’ origine présumeée de cette flore est |e tractus respiratoire

supérieur qui diffuse verslesvoiesinférieureslors de larespiration.
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L es questions actuelles au sujet du microbiote pulmonaire concernent son implication
dans les réponses immunes et |'effet de la modulation de celui-ci sur les pathologies
respiratoires. Bien que les poumons soient fortement exposés aux alergenes, polluants et
pathogénes divers, la réponse inflammatoire reste peu importante dans cet organe. Le
microbiote respiratoire semble jouer un réle dans |’ inhibition des phénomeénes alergiques chez
I"adulte et des réactions excessives en réponses aux infections virales mais auss dans la

promotion du turnover des cellules immunitaires du poumon.

Depuis quelques années, |’ axe intestin-poumon est décrit comme ayant un lien avec
I'immunité (20). En effet, des pathologies respiratoires chroniques sont associées a des
perturbations de laflore digestive. L esinfections virales sont également souvent accompagnées
de signes digestifs. Le microbiote digestif joue un réle dans la génération de LT CD4 et CD8
spécifique du virus influenzae par exemple (21). De plus, il est montré que les dyshioses

favorisent I’ asthme chez I’'Homme (22).

Plus récemment, le mycobiote respiratoire aintéressé la communauté scientifique (23).
Les études sont a ce jour peu nombreuses. On sait cependant que certains champignons sont
présents dans le tractus respiratoire, aussi bien chez des sujets sains que des sujets malades.

Les especes retrouvées sont variables d’un individu & un autre et sont le résultat de
I"inhalation de champignons issus de I’ environnement. L es espéces les plus retrouvées chez un
sujet sain sont : Cladosporium sp., Eurotium sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Candida sp.,
Neosartorya sp., Malassezia sp., Hyphodontia, sp. Kluyveromyces sp., et Pneumocystis sp..

Certains états pathol ogiques sont associés a une réduction de la diversité du mycobiote
respiratoire. Le portage de champignon est évalué en pratique clinique chez des patients atteints
de pathologie chronique comme dans le cadre de la mucoviscidose ou la BPCO. Il seratout a
fait bénin de retrouver plusieurs espéeces de Candida sp. en culture pouvant coloniser | arbre
respiratoire. La pousse d'un champignon filamenteux sera en régle générale le résultat de
I"inhalation de spores environnementales. La présence de Pneumocystis détectée en PCR peut
étre due a un portage en I’ absence de signe clinique (voir «

Portage de Pneumocystis »).
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. C. Place de Pneumocystis en santé humaine
I1.C. a Biologie du champignon

[l1.C.a. 1l Taxonomie

Pneumocystis a tout d’ abord été décrit dans les poumons de cochon d’ Inde par Chagas
(24) et de rat par Carini en 1909 et fut assimilé a un nouveau stade du genre Trypanosoma.
C'est en 1912 que le micro-organisme a été considéré comme une espéce a part entiére et
nommeé Pneumocystis carinii (25). On parlait alors de P. carinii de I’Homme, de la souris ou
du rat. En 1976, Frenkel proposala dénomination P. jirovecii pour |’ espéce infectant I’ Homme
(26). Aprés les années 80, les analyses moléculaires ont permis de classer Pneumocystis parmi
le régne des fungi, plus spécifiquement des ascomycetes (27,28). Enfin, lanotion de spécificité
d héte pour Pneumocystis est apparue. La spécificité d’ héte correspond au fait qu’ une espéce
de Pneumocystis particuliére ne peut infecter qu’ une espéce de mammifere spécifique et est
donc incapable d infecter d’ autres mammiferes en dehors de leur héte habituel (29). Ainsi, P.
jirovecii n'est retrouvé que chez I’Homme, P. murina chez la souris et P. carinii ou P.
wakefieldiae chez le rat. Ces évolutions taxonomiques historiques sont responsables d une

hétérogénéité des appellations retrouvées dans la littérature.

[I. C. a. 2. Formesdu champignon

Pneumocystis est un champignon ubiquitaire qui existe sous deux formes principales
(30). Les formes tr ophiques (anciennement trophozoites) mesurent 1 &8 pm et sont présentes
a la surface des aveéoles. Elles sont dotées d élongations permettant |’adhésion aux
pneumocytes de type I, indispensable a la multiplication du champignon. C'est la forme
majoritaire pendant |’infection (10 formes trophiques pour 1 asque) (30). L’'asque
(anciennement kyste) de forme ovoide mesure 8 410 um et peut contenir 2, 4 ou 8 ascospores

selon lamaturité de I’ asgue.

II.C.a 3. Cycle

Pneumocystis possede un tropisme pulmonaire et les différentes formes sont retrouveées
quasi exclusivement a la surface de I’ épithélium avéolaire. L’adhésion de Pneumocystis a
I’ épithélium alvéolaire est indispensable alamultiplication du champignon. Pneumocystis n’ est

pas présent al’intérieur des cellules et 1es disséminations systémiques sont extrémement rares.
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L’ une des raisons aux difficultés de positionnement taxonomique de Pneumocystis est
son caractére non cultivable sur milieux gélosés. Cela a pour conségquence de limiter
I"acquisition des connaissances en particulier concernant la détermination du cycle de
multiplication du champignon. Aujourd’ hui un cycle théorique est admis par la communauté
scientifique. Ces étapes restent al’ état de descriptions microscopiques en I’ absence de modéle

de culture de Pneumocystis et sont compatibles avec les cycles d’ autres ascomycetes.

Il existe deux cycles de reproduction (30) (Figure5).
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Figure 5 - Cycle théorique de
multiplication de Pneumocystis
jirovecii. a. cycle asexué. b. cycle
sexué.  Schéma de Thomas et al.
(30)

Aprés inhalation des asques, les ascospores sont libérées dans les alvéoles par
excystation. Les ascospores se transforment en formes trophiques et vont adhérer aux
pneumocytes de type | et se multiplier. Les formes trophiques formeront de nouveaux asgques
par conjugaison qui, apres maturation, libéreront de nouvelles ascospores. Le passage de la
forme trophique haploide a la forme asgue représente le cycle sexué (Figure 5B) (31). En
paralléle, une petite proportion de formes trophiques se multiplient par fission binaire: c’'est le
cycle asexué (Figure 5A).

1. C.b. Acquisition de Pneumocystis

Aujourd’ hui, I’hypothése d’une infection de novo est retenue chez I'Homme, I’ hdte
étant régulierement réinfecté par de nouvelles souches de Pneumocystisjirovecii au cours de la

vie. Cetteidée est appuyée par lefait i) qu’ unindividu dével oppant une pneumocystose élimine



le champignon aprésrésolution de lamaladie et i) que diff érentes souches soient détectées chez
un méme sujet lors d’ épisodes différents de pneumocystose (32).

La premieére rencontre entre un individu et Pneumocystis est précoce au cours de lavie.
En effet, al’ &ge de 20 mois, environ 85% des enfants ont dével oppé des anticorps dirigés contre
le champignon, témoin d’un contact avec le microorganisme (33). Ponce et al. ont démontré
que le portage asymptomatique était extrémement fréquent (> 50%) dans la population générale
immunocompétente (34). Ainsi, notre systéme immunitaire rencontre réguliérement le
champignon et ce n'est gu'a I’occasion d’'une immunodépression que ce nouveau contact
entraine une pneumocystose. De ce fait, lorsgqu’ un patient est atteint de pneumocystose, son
systéme immunitaire n’ est pas naif vis-a-vis de Pneumocystis jirovecii.

La transmission inter-individuelle a été démontrée chez I'Homme (35) et dans les
modéles animaux ou elle est mise & profit comme méthode d’infection expérimentale (voir
«Mode d'infection des animaux »). Cette transmission inter-individuelle est également la
source d’ épidémie en milieu hospitalier comme décrit dans cette revue récente de Delliere et
al. (36), les services de transplantation d’ organes étant les plus touchés. Dans ces travaux, le
typage moléculaire des souches impliquées a montré la présence quasi-systématique d’'un
génotype prédominant (36). Ces épidémies soulignent un possible réle du personnel soignant
dans la transmission de Pneumocystis. Suite a cette observation, I'HAS préconise la mise en
place de moyens de prévention reposant sur I’isolement des patients positifs en PCR et |e port
de masgue chirurgicaux dans les services a risques (37). Une contamination par Pneumocystis
liée aun réservoir environnemental est peu probable. En effet, il n’est pasretrouvé dans les sols
(38) mais uniguement dans I’ environnement proche de sujets porteurs du champignon (39) : le
réservoir est donc strictement humain.

Laforme de transmission a été identifiée par I’ équipe de Cushion en 2010 (40). IIs ont
montré gu’ en éliminant les asques par traitement avec une échinocandine, le champignon n’ était
plus transmissible d’ un héte mammifére murin & un autre. A cette démonstration indirecte
S gjoute une démonstration directe par I’ équipe de Chabé en 2013 (41), ou le tri en cytométrie
des formes trophiques et des asques montrent que latransmission est médiée par cette derniere.

Laforme asgque semble donc étre responsable de la transmission inter-individuelle.

II.C.c Portage de Pneumocystis

Comme dit précédemment, Pneumocystis est ubiquitaire et retrouvé de fagon

asymptomatique chez desindividus sains : enfants, adultes, personnels soignants. Cela signifie
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donc que le champignon peut étre présent dans les poumons d' un héte sans provoquer de
symptdmes: on parle aors de portage ou de colonisation a Pneumocystis. La quantité de
champignon étant en régle générale faible, la détection d’ un sujet porteur nécessite le recours a
laPCR sur les prélevements respiratoires.

Le portage de Pneumocystis est retrouve de 15 a 20% chez : i) des sujets atteints de
pathologies chroniques type BPCO, d'infection par le VIH, de maladies auto-immunes, de
pathol ogies malignes, des femmes enceintes, des enfants en bas &ge, destransplantésd’ organe ;
ii) des sujets recevant des traitements a base de corticostéroides, d’'immunothérapie anti-TNFa
ou d’ autres immunosuppresseurs ; iii) ou des sujets présentant des facteurs de risque cliniques
tels qu'un faible taux de CD4, un tabagisme, un historique récent de pneumocystose ou un
défaut de prophylaxie anti-Pneumocystis (42).

Lacolonisation par Pneumocystis peut avoir des conségquences sur le dével oppement ou
la transmission de la pneumocystose ou bien participer a la progression d'une pathologie
pulmonaire préexistante. Une phase de colonisation pourrait précéder la maladie chez un
individu et motive donc lamise en place d’ une prophylaxie anti-Pneumocystis chez un individu
pour prévenir la pneumocystose. Les sujets porteurs sains représentent un potentiel réservoir
du champignon pouvant participer la transmission du micro-organisme. La colonisation par

Pneumocystis serait aussi un facteur favorisant I’ évolution de la BPCO (43).

. C.d. Pathologie : la pneumocystose

Pneumocystis est un champignon opportuniste. Alors que chez un sujet
immunocompétent, e champignon est éliminé sans symptéme, un sujet immunodéprimé pourra

développer la maladie appel ée « pneumocystose » ou « pneumonie a Pneumocystis » (PCP).

II.C.d. 1. Historique

L es premiéres descriptions de PCP humaines remontent aux années 1950 par Vanek et
Jirovec (44) qui isolerent Pneumocystis chez des enfants malnutris. Au début des années 1980,
I’émergence d'un nombre anormalement élevé de cas de PCP au sein de la communauté
homosexuelle masculine aux Etats-Unis (45,46) a attiré I’ attention du Centre de controle des
maladies aux Etats-Unis. Cela conduisit &’ identification du syndrome de I'immunodéficience

acquise (SIDA), conséquence de I infection par le VIH.
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I1.C. d. 2. Epidémiologie

La PCP était une pathologie rare avant les années 1980. Au cours des années 1980 et
jusgu’ al’ avénement des trithérapies antivirales, la PCP était quasi-exclusivement décrite chez
des patients VIH positifs. Durant cette période, on considérait que deux tiers des patients
entraient dans le stade SIDA au travers d’ une PCP (47). Elle était alors la premiere cause de
décés des patients VIH positifs. Les études de lafin des années 1980 estimaient une prévaence
de 75% d' épisodes de PCP chez les sujets VIH positifs aux Etats-Unis et en Europe. Depuis
I” usage des trithérapies, la prévalence n’a cessé de décroitre dans cette population bien que la
PCP reste encore la premiere pathologie opportuniste classante au stade SIDA chez les VIH
positifs (48). En France, de 2012 42018, 19,3% des PCP déclarées|’ étaient chez un VIH positif
(49).

A I’ heure actuelle, la PCP touche plus de 500 000 personnes a travers le monde chaque
année et est la deuxiéme infection fongique invasive (1Fl).

En France également, |a PCP est en deuxiéme position dans e classement des | Fl (20%)
(49). Elle touche des sujets dont I’ &ge médian est de 62 ans, plutdt de sexe masculin (sex ratio
H:F 1,8). Suite &’ avenement des trithérapies antivirales, la PCP est désormais plus fréguente
chez les immunodéprimés VIH négatifs, toutes origines confondues. Les PCP déclarées en
France de 2012 & 2018 au sein du réseau RESSIF (49) se répartissaient en 19,3% chez des
patients VIH positifs, 15% chez des greffés d’ organe solide, 46,8% chez des patients atteints
d’une pathologie maligne, le plus souvent hématologique. A |’ heure actuelle, I’ essentiel des
patients présentant une PCP est négatif pour le VIH mais 75 a 80% d’ entre eux ont été traités
par corticothérapie (50).

Malgré une thérapeutique adaptée (voir « Traitement et prophylaxie »), la mortalité de
laPCP est de 20 a 30% (18,7% a un mois du diagnostic d apres les données RESSIF) (49). La
mortalité est de 10% chez les VIH positifsalors qu’ elle atteint 30 240% chez les VIH négatifs,

voire 60 a 70% en cas de recours ala ventilation mécanique (47).

Il. C. d. 3. Populationsarisque

Les déficitsimmunitaires impliquant lalignée lymphoide entraine un risque important
de développement de PCP (51). La lymphopénie T CD4 est le facteur de risque le plus

communément cité. On retiendralavaleur de 200 éléments/mm3 comme étant |e seuil en deca
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duquel le risque de PCP est majeur si e déficit est prolongé chez un patient vivant avec le VIH
(29).

L es états pathol ogiques ou iatrogenes a risques sont :

- L’infection par le VIH,

- Les hémopathies malignes ou cancers solides,

- Lesgreffes d organes solides ou de cellules souches hématopoiétiques,

- Lesmaladies auto-immunes,

- Lesdéficitsimmunitaires,

- Lacorticothérapie (aforte dose et/ou au long cours) et,

- Lestraitements immunosuppresseurs plus largement.

1. C.d. 4. Clinique

La PCP est une atteinte pulmonaire basse caractérisée par une triade symptomatique
associant fiévre, toux séche et dyspnée.

La présentation clinique est variable suivant le type d immunodépression du sujet
infecté. L’équipe de Limper et al. a montré des différences de charges fongiques et
d’inflammation dans le LBA des patients VIH positifs et négatifs (52). Ces données expliquent
les différences de présentation clinique entre ces deux populations de patients. Ces différences
sont illustrées dans la Figure 6. Chez le sujet VIH positif, les symptdmes sont d’ évolution
subaiglie avec une charge fongique élevée. On décrit, chez le VIH négatif, des formes plus
aigués et séveres de PCP pouvant rapidement évoluer vers un syndrome de détresse respiratoire
aigle (53) alorsque lacharge reste faible. Latoux est parfois d’ abord discréte chez ces patients
(53). L’insuffisance respiratoire nécessite fréquemment une hospitalisation en soins intensifs
(50%) (54). Lamortalité est 3 fois supérieure chez les VIH négatifs. Une co-infection avec le

cytomégal ovirus peut étre retrouvée dans 50% des cas (54).
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Présentation
Durée des prodromes
Mode de début

Clinique

PaO, moyenne a 'AA
Recours a laVM

Charge en
Pneumocystis jirovecii

Mortalité

Sensibilité diagnostique
du LBA

Neutrophilie au LBA

VIH +
28 jours
Progressif

Non spécifique (toux
séche, dyspnée, fievre)

69 mmHg/9,2 kPa

+

Importante

Environ 10%
(si pas de VM)

Excellente
(environ 95%)

Faible

VIH -
<7 jours
Brutal

Non spécifique (toux
séche, dyspnée, fievre)

50 mmHg/6,6 kPa
+++ (60-70% des cas)
Faible

Environ 30 a 60%

Faible

Elevée

Figure 6 — Différences de clinique entre un patient VIH positif et un patient VIH négatif atteints de PCP.
(29) VM : ventilation mécanique, AA : air ambiant, LBA : lavage broncho-alvéolaire

Les images radiographiques (Figure 7) rapportent une pneumopathie interstitielle
diffuse bilatérale, I'infection atteignant |a totalité du parenchyme pulmonaire. Le scanner est
I’examen de choix pour le diagnostic de PCP. 1| montre classiquement des plages de verre
dépoali et parfoisun « crazy paving » résultant de |’ épaississement des septainterlobulaires (29).
La radiographie thoracique des patients VIH positifs est plus caractéristique que chez le VIH
négatif (54).
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Figure7 - Exempled anomaliesradiologiques observéeslorsdela PCP. A. Radiographie thoracique pathol ogique avec
syndrome interstitiel en base droite : les poumons [égérement blancs laissent apparaitre les ramifications respiratoires, les
culs de sac pleuraux sont mal dessinés. B. Radiographie thoracique de référence : les poumons apparaissent bien noirs et
les culs de sacs pleuraux sont libres (noirs). C. Scanner thoracique pathol ogie avec plages en verre dépoli et bronchectasie

par traction. D. Scanner thoracique aprées 21 jours de traitement, normalisation des |ésions. Images provenant du CHRU de
Brest.

Rarement, chez le patient VIH positif, le champignon peut disséminer de fagon
systémique et atteindre tous les organes dont larate (47).

II. C. d. 5. Physiopathologie

Pneumocystis ne possede pas de réel facteur de virulence et n’a pas d’ effet cytolytique

décrit. Cest la réponse immunitaire de I’'héte qui tient une place centrale de la

physiopathologie de I'infection. Limper et al. ont démontré chez la souris que la gravité de la

PCP est liée, non pasalachargefongiquealvéolaire, maisal’inflammation pulmonaire (52,55).

Bien qu’indispensable a la résolution de la PCP, la réponse immunitaire peut également étre

délétere dans certaines circonstances, entrainant une inflammation responsable du
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développement de lésions pulmonaires. Alors que chez un individu immunocompétent, le
champignon est rapidement éliminé de I’ environnement alvéolaire, ce mécanisme est inopérant
chez les patients immunodéprimés. Le champignon va ainsi se multiplier et créer une forte
inflammation locale. Cette réponse engendre un épaississement de I’ épithédlium alvéolaire,

bloquant |es échanges gazeux. Il en résulte une hypoxie et une insuffisance respiratoire.

[I. C. d. 6. Diagnostic biologique

Devant des arguments clinico-radiologiques, une recherche de Pneumocystis doit étre

réalisée.
[1.C.d.6.i. Préévements

Le diagnostic biologique sera posé apres réalisation de prélévements respiratoires. Le
lavage broncho-alvéolaire (LBA) est le prélévement de choix. Il consiste ainstiller un volume
donné de sérum physiologique al’ aide d' un fibroscope et de ré-aspirer ce liquide en entrainant
les cellules mobiles du compartiment alveolaire et les éventuels pathogenes présents. La
sensibilité est de 80 a 100% mais elle peut diminuer en cas de volume injecté trop grand (55).

Des expectorations induites peuvent aussi étre réalisees, elles ont une bonne sensibilité (90%).

II.C.d.6.ii. Microscopie

L e diagnostic microscopique permet de mettre en évidence directement le champignon.

Lacoloration au bleu de Toluidine (Figure 8A) ou I'imprégnation argentique Gomori-
Grocott (Figure 8B) permettent de mettre en évidence les asques.

La coloration de May-Grinwald Giemsa (Figure 8C) met en évidence les formes
trophiques, les ascospores ains que les amas spumeux contenant les asques. Le diagnostic
mi croscopique peut également étre réalisé apres marquage par immunofluorescence indirecte
(IF1) utilisant des anticorps spécifiques anti-Pneumocystis couplés a la fluorescéine. Cette
technique met en évidence les asgues de Pneumocystis (Figure 8D). C'est la plus sensible des

technigues de microscopie.
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Figure 8 — Diagnostic microscopique de Pneumocystis. A. LBA coloré au bleu de Toluidine x500. Visualisation
desasgues (fleche). B. LBA coloré par imprégnation argentique de Gomori-Grocott x500. Visualisation des asques
dont laparoi est colorée en noire (fleche). Lesasgues vides apparaissent tels des ballons dégonflés. C. LBA coloré
au May-Grunwald Giemsa x500. Visualisation d’ un amas spumeux contenant des asques (fléche horizontale). Un
de ces asgque mature contient 8 ascospores (fleche verticale). D. Image d’immunofluorescence indirecte avec un
anticorps marqué alafluorescéine. Visualisation des asques en vert (fléche bleue). Images : eanofel .fr

Lacharge fongique étant significativement inférieure chez les patients VIH négatifs, la
sensibilité diagnostique des techniques de microscopie citées est faible dans cette popul ation de

patients. De plus, ces techniques requiérent une expertise au microscope.

II. C. d. 6. iii. Diagnostic moléculaire

Larecherche de I’ ADN de Pneumocystis par PCR est aujourd’ hui 1a méthode de choix
pour détecter de fagon sensible et spécifique le champignon et poser le diagnostic de PCP. Du
fait du caractere non cultivable de Pneumocystis, |e séquencage du génome complet aétéréalisé
tardivement (56,57) retardant |’annotation de potentielles cibles. Plusieurs cibles sont
actuellement utilisées pour le diagnostic moléculaire : des genes simples copies comme dhfr,
dhps, kex1 ou hsp70 ou des genes existant en plusieurs copie comme msg ou bien des génes
mitochondriaux tels que mtiLSU rRNA, mtSSU rRNA, nadl ou cytb (58,59). De fagon
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exceptionnelle, des mutations sur ces cibles ont été décrites dans |a littérature comme pouvant
conduire a des faux négatifs. Par exemple, dans une étude multicentrique de Le Gal et al. (60),
une mutation sur la zone d’ accrochage de la sonde ciblant le gene mtLSU rRNA a été retrouveée
dans 0,28% des isolats testés, conduisant a |’ absence de détection moléculaire.

Les laboratoires de mycologie médicale ont recours soit a des techniques « maison »
(58,61,62), soit a des kits commerciaux. La réaction de la polymérisation en chaine (PCR)
présente une excellente valeur prédictive négative (100% sur un LBA). Les systemes de PCR
quantitatives (QPCR) permettent d’avoir une évaluation de la charge fongique pulmonaire, ce
qui est parfois utilisé pour orienter le clinicien entre une PCP ou une colonisation chez un
patient. Toutefois, un seuil d’interprétation est ardu a définir, en partie en raison de la difficulté
a standardiser le prélévement respiratoire. En pratique, I’ interprétation de la charge fongique
pulmonaire pour distinguer une colonisation d’ une PCP dépend de latechnique utilisée dans un
laboratoire donné, du type et de la qualité des échantillons mais aussi du statut VIH du patient
(61).

Dans un cadre épidémiologique, le typage moléculaire des isolats cliniques de
Pneumocystis retrouvés pourra étre effectué a I’aide d’ outils de séquencage. Ces techniques
permettent de documenter |’ origine des épidémies au sein d’ un service clinique (36) ou bien de

suivre chez un méme patient I’ évolution des souches dont il est porteur.

II. C. d. 6. iv. Dosage des 3-D-Glucanes

Comme d’ autres champignons, la paroi de Pneumocystis est riche en 3-1,3D-Glucanes
qu'il est possible de doser dans le sérum d’ un patient avec une suspicion de PCP, al’aide d’un
kit commercial par exemple. Les [3-1,3D-Glucanes sont des marqueurs dit « pan-fongiques »
qui orientent vers uneinfection fongique. Chez les patients atteints de PCP, les taux de 3-1,3D-
glucanes sont généralement élevés (>500 pg/mL) (63) ce qui peut orienter vers une PCP sans

toutefois se substituer aux techniques précédemment citées.

II. C.d. 7.Traitement et prophylaxie

Chez le patient atteint de PCP ou a risque de développer I'infection, les molécules
actives sur Pneumocystis sont utilisées aussi bien en traitement curatif que prophylactique, la

dose prescrite étant différente suivant I’indication. La prophylaxie primaire est recommandée
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chez les populations a risques. Le traitement curatif sera initié devant des arguments clinico-
radiologiques et biologiques. La prophylaxie secondaire est recommandée suite a un épisode
de PCP.

L’intérét thérapeutique du cotrimoxazole (Bactrim®) contre Pneumocystis a été
démontré (64) en 1977, avant le début de la pandémie de VIH. Depuis, elle est la molécule la
plus utilisée, aussi bien en prophylaxie primaire et secondaire, qu’ en traitement curatif chez
tous les types de patients atteints ou a risque de PCP.

L e cotrimoxazol e contient une association d’ un sulfamide, le sulfaméthoxazole (SMX),
ciblant la dihydroptéroate synthase (DHPS), et d'un antifolinique, le triméthoprime (TMP),
ciblant la dihydrofolate réductase (DHFR). Ces deux molécules ont une action synergique
aboutissant a la lyse de Pneumocystis. Le cotrimoxazole est disponible en formulations IV et
per os.

En traitement curatif, le cotrimoxazole est utilisé pour une durée de 3 semaines en 1V
puisen relais per os. Des effetsindésirables peuvent apparaitre lors de la deuxiéme semaine de
traitement et sont a type de fiévre, éruption, céphalée, nausée, vomissement, neutropénie,
pancytopénie, méningite aseptique, néphrotoxicité, anaphylaxie, hépatite, hyperkaliémie et
hypoglycémie. Il peut occasionner des anémies hémolytiques en cas de déficit en G6PD (47).

L es effets prophylactiques du cotrimoxazol e ont é&té démontrés dans des essais cliniques
(64). La dose classique est de un comprimé de Bactrim Forte ® (800 mg/160 mg de TMP-
SMX), 3 fois par semaine (29).

Il N’ existe pas, acejour, de résistance clinique documentée au cotrimoxazole aux doses
curatives bien que des mutations de DHPS soient fréquemment retrouvées (65). Toutefois, des
échecs prophylactiques ont été décrits chez des patients VIH positifs porteurs de souches

mutées (66).

En cas d’intolérance au Bactrim®, d’ autres mol écul es peuvent étre utilisées en seconde
intention. Il s'agit de la pentamidine (Pentacarinal®), |’ atovaquone (Wellvone®) et |la dapsone

(Dilusone®). L’ association clindamycine—primaquine peut aussi étre utilisée.

En complément du traitement par cotrimoxazole, |I'administration concomitante de
corticostéroides (CTC) a fait ses preuves chez les patients VIH positifs atteints de PCP
hypoxémiante (PaO.,< 70 mmHg) (67). Lamaladie ayant une forte composante inflammatoire,

les CTC permettent de diminuer rapidement la symptomatologie en limitant I’inflammation
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pulmonaire. Chez les patients VIH négatifs, les données restent, a ce jour, contradictoires
concernant |’ utilisation adjuvante des CTC.

La prise en charge médicamenteuse d un sujet colonisé a Pneumocystis présentant des
facteurs de risquesfait également débat. Danslamesure ou |e portage de Pneumocystis favorise
un environnement pro-inflammatoire, le traitement anti-Pneumocystis doit étre discuté pour un

patient ayant un terrain arisque.

1. D. Réponse immune contre Pneumocystis

Pour cléturer la partie introductive de ce mémoire, nous alons établir une revue de la
littérature concernant les connaissances sur la réponse immune contre Pneumocystis chez un

h6te immunocompétent.

[1.D. a. Modéles d’ éudes de Pneumocystis

A ce jour, il n'existe pas de modéle in vitro de culture pour Pneumocystis spp. Par
conséguent, |es connaissances actuelles sur e champignon ou la physiopathologie delamaladie

restent limitées.

Il.D. a. 1.Etudes chez I’'Homme

Les études chez I’ Homme permettent d’ étudier le pathogene en conditions réelles mais
sont limitées en termes de prélevement chez I'héte (sang et LBA principaement) et les
conditions étudiées sont restreintes. 1l s agit d’ éudes de cohorte de patients ayant fait des PCP
(55,68,69) présentant des facteurs de risques comme la prise d’'un traitement déplétant une
population particuliere de leucocytes (70-72) ou encore des patients ayant des déficits

immunitaires congénitaux.

I1. D. a. 2.Etudes sur modéles animaux

Les modeles animaux sont trés utilisés dans I’ étude de Pneumocystis. |1s permettent i)
d étudier le cycle du champignon, ii) d’ éudier l1a physiopathologie des réponses immunes, iii)
de servir de modele pré-clinique. Depuis les années 2000, la majorité des travaux publiés

concernent |’ étude de la physiopathol ogie de I’ infection & Pneumocystis (73).
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Les éudes chez I'animal reposent essentiellement sur les modéles murins (96% des
études (73)) et en particulier I'infection par P. murina chez la souris. En cas de déficit de
I"'immunité, la souris infectée présente une atteinte pulmonaire mimant la PCP observée chez
I’THomme (74). Le modéle murin permet d’étudier la maladie en condition contrdlée et de
moduler qualitativement et quantitativement les différents acteurs de I'immunité.

Ces model es nécessitent uneimmunodépr ession pr éalable delasouris, induite soit par
des anticorps anti-CD4 mimant I'immunité d’ un patient porteur du VIH, soit par CTC mimant
une immunodépression plus globale, soit congtitutive via des phénotypes knock-out. A I” heure
actuelle, I’ essentiel des patients présentant une PCP sont négatifs pour le VIH mais 75 4 80%
d entre eux ont été traités par corticothérapie (50). Les modéles murins utilisant des CTC sont

donc a plébisciter dans le contexte épidémiol ogique actuel.

[l1.D. a. 3.Moded’infection des animaux

L’infection des souris peut se dérouler de deux fagons selon les études.

Une transmission passive appelée « co-housing » met a profit la transmission aérienne
inter-individuelle du champignon. |l consiste a héberger dans une méme cage un héte
immunodéprimé (par modification génétique et/ou avec un traitement médicamenteux) et
infecté par Pneumocystis avec des individus sains qui se contamineront au bout de quelques
jours ou semaines (75). Cette méthode d’ infection mime |’ acquisition naturelle du champignon
chez I'Homme mais ne permet de maitriser ni la dose, ni le moment de I’ infection, entrainant
ainsi un risque d’inhomogénéité entre les animaux.

La transmission active par inoculation directe de Pneumocystis apres anesthésie est
également pratiquée. Elle peut se faire par différentes voies. La voie intratrachéale consiste a
inciser la trachée et déposer via une canule la suspension de champignon calibrée avant de
refermer. C'est la voie d'infection la plus souvent retrouvée dans les publications (73).
L’instillation intra-nasale est laméthode d’ infection laplusfacile aréaliser et lamoinsinvasive
pour I’animal. En effet, aprés anesthésie, la souris inhale spontanément |a suspension calibrée
de P. murina. Cette voie est peu traumatique pour I'animal, la quantité instillée est bien
maitrisée s I'animal inhale bien toute la suspension. L’inoculation directe par
I’ expérimentateur permet de maitriser I'inoculum et le moment de I'infection. Cependant,
I"inoculum instillé est souvent supérieur aladose physiologiquement infectante et peut contenir
des impuretés liées au mode de production des asgues a partir d homogénats de poumons

infectés. A contrario, certains auteurs ont recours a une double inoculation directe a une



semaine d'écart afin de Sassurer d'un dépbt adéquat de Pneumocystis dans le tractus

respiratoire inférieur (76).

I1.D. a. 4.Difficultés d’inter pr étation des modéles murins

La multiplicité des modéles animaux décrits dans la littérature peut conduire a des
difficultés d’interprétation des résultats. La variabilité est notamment due & i) I’ hote utilisé et
sa genétique, ii) la méthode d’'induction de I'immunodépression, iii) le mode d'infection de
Ianimal (73).

Des modeles avec des fonds génétiques différents sont retrouvés dans les études.
Concernant les infections a P. murina, les souris utilisées sont principalement des Bab/c (a
immunité T2 prédominante) ainsi que des C57BL/6 (a prédominante Ty1). Dans I’ é&ude de
Swain et al. (77), les charges fongiques et les leucocytes dans le LBA de souris Balb/c et
C57BL/6 infectées de la méme maniere présentaient des cinétiques différentes: les Balb/c
présentaient un recrutement précoce de T CD4, NK et PNN non retrouvé chez les C57BL/6
malgré une clairance du champignon dansles deux groupes. Le champignon n’ était plusvisible
en microscopie des 14 joursd’ infection pour les souris C57BL/6 contre 21 jours pour lesBalb/c.
Dans |’ éude de An et al. (75), apresinfection par co-housing, les souris Balb/c présentaient un
pic de charge fongique &5 semaines d’infection puis se négativaient a 6 semaines tandis que
les souris C57BL/6 avaient une charge quasi négative en microscopie dés 4 semaines puis
négative a5 et 6 semaines d’infection, en dépit d’un taux d’'1gG similaire entre les deux types
defond génétiques. Une élimination plus rapide du champignon semble survenir chez les souris
C57BL/6.

Les réponses immunitaires sont également variables suivant le sexe de I’animal. Les
études sont plus volontiers menées chez des souris femelles plus sensibles au champignon que
lesméles (78).

La méthode d’induction de I’'immunodépression de I’ hdte (CTC, anticorps dépl étant
une population cellulaire, souris knock-out) nécessaire au développement d’ une PCP peut
induire une certaine variabilité. Toutefois, ces modéles présentent la limite de ne pas tenir
compte du caractére redondant de laréponse immune. Des mécanismes compensatoires peuvent
ainsi se mettre en place chez ces animaux, faussant I’ interprétation del’ évolution de |’ infection.

L’inoculum injecté peut aussi étre la source de variabilité inter-modeles. Alors que les

souris Balb/c immunocompétentes qui recevaient 10° asgues par voie intra-trachéale dans
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I’ étude de Rong et al. (79), voyaient leur quantité de LB diminuer a2 semaines d’infection, les
LB augmentaient suite a une méme infection avec 107 noyaux dans|’ étude de Swain et al. (80).

Enfin, contrairement aux patients humains immunodéprimés, développant une PCP et
non immunologiquement naifs vis-avis du pathogene Pneumocystis, la plupart des modeles
murins utilisent des animaux naifs, notamment afin de limiter le temps nécessaire aux
expérimentations (6 semaines au lieu de 12).

Tous ces facteurs de variabilités doivent étre envisagés dans I'interprétation des
phénomenes observés, car ils peuvent modifier le déroulement de I’infection et donc, les
conclusions de I’ expérimentation. Lorsque ¢’ est possible, I’idéal est de comparer des réponses
au sein d'un méme modéle, ¢’ est-a-dire méme fond génétique, méme voie et dose inoculée,

méme hébergement, etc.

I1.D.Db. L a réponse immune chez un héte immunocompétent

La réponse immune de I’ héte contre Pneumocystis est essentielle dans le contréle du
champignon. Cette réponse est variable suivant le statut immunitaire de I’ héte (81). Chez un
individu immunocompétent, le champignon est rapidement éiminé de I’environnement
alvéolaire sans symptome. L’ essentiel des données existantes sur les réponses immunes de
I”immunocompétent sont issues d’' éudes sur modéles murins et ont été générées a partir de

modeéles de primo-infection.

[1.D. b. 1.Reconnaissance

Suite al’ entrée de Pneumocystis dans les voies respiratoires, e champignon est reconnu
gréce a ses motifs de paroi. Les Mgjor Surface Glycoprotein (MSG) et 3-D-glucanes exprimeés
a la surface des asgues jouent le role de motifs de danger et sont reconnus par les TLR des
cellules du tractus respiratoire. Cela conduit a I’ activation des cellules et la production de
diverses cytokines et chimiokines permettant I’ afflux des cellulesde I’ immunité. En particulier,
laliaison pathogéne-TLR conduit al’ expression de CCR7 par les DC permettant leur migration

versles ganglions et I activation de I’ immunité adaptative.

1. D. b. 2.Afflux des cellules aux poumons

Aprés reconnaissance de Pneumocystis, diverses cellules immunitaires vont affluer
depuislesganglionslymphatiques versles alvéoles pulmonaires. Unfort infiltrat inflammatoire

est observé a 2-3 semainesd’ infection dansles modéles Balb/c dével oppés par Swain et Shellito
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qui disparaitra concomitamment a la négativation de la charge fongiques (80,82). Ces
cinétiques sont reprises dansla Figure 9.
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Figure9—Cinétiquesderéponselorsdel’infection a P. murina dans des modélesimmunocompétents Balb/c.
A. Graphiques tirés de Swain et al. (80) suite a une infection intratrachéale. Quantifications leucocytaires
effectuées dans le LBA par cytométrie en flux. Les lymphocytes NK et les PNN sont les premiéres cellules a
croitredansle LBA, suiviespar lesT CD4 et T CD8 puisles B, PNE et les macrophages alvéolaires qui augmentent
graduellement. Les 1gG et IgA anti-Pneumocystis apparaissent entre 14 et 21 jours aprés infection en corrélation
avec la clairance de Pneumocystis. B et C. Graphiques tirés de Shellito et al. (82) suite a une infection intra-
trachéale. Quantification en Elispot des populations Tyl (IFN CD4+) et T2 (11-4 CD4+) dans les ganglions
lymphatiques (B) et dans le tissu pulmonaire (C). Les lymphocytes Tnl et T2 apparaissent a partir de 3 semaines
d’infection puis diminuent.



[I.D.b.3. Réponse T

Suite a I'infection par Pneumocystis, les souris immunocompétentes présentent une
augmentation des lymphocytes T CD4. lls tiennent un réle pivot avec le recrutement et
I"activation des cellules, la production de cytokines, la mémoire immunitaire (83), et sont
nécessaires a la résolution de I’ infection. En effet, un taux de lymphocytes T CD4 <200/mm?
constitue un facteur de risque majeur de PCP, notamment chez les patients VIH positifs (69).
Leur role est confirmé sur modéle murin lorsgu’ on dépl éte spécifiquement lapopulation T CD4,
le champignon persiste (76,84).

Les quatre sous-populations de T CD4 (Tul, Tu2, Tyl7 et Treg) sont souvent
augmentées au cours de la réponse contre Pneumocystis. |l semble y avoir un profil T,2
prépondérant dans les réponses al’infection (82). Toutefois, la déplétion spécifique des sous-
populations T CD4 retarde I’ @imination du champignon mais n’ entraine pas de PCP, augurant
un réle non majeur dans la protection contre Pneumocystis (74,85). De plus, le r6le de chacune
d entre elles n’est pas clairement établi (participation a la résolution de I’infection et/ou aux
mécanismes lésionnels). En revanche, les T CD4 participent aussi aux mécanismes lésionnels
(86).

Les lymphocytes T CD8 tiennent une place controversée et semblent peu impliqués
dans la réponse immune chez I'immunocompétent (42) bien que ces cellules soit augmentées
suite al’infection (80). Dans |’ é&ude de Beck et al. (87), en absencede T CD4, les souris Balb/c
développent une PCP d’intensité modérée a 4 semaines d’inoculation alors que la déplétion en
lymphocytes T CD8 n’ entraine pas de PCP. La déplétion des T CD4 et CD8 entraine une PCP
associée a une charge fongique élevée. Cela suggére un réle minoritaire des T CD8 dans la

réponse immune contre Pneumocystis.

II.D. b. 4. Réponse B

Leslymphocytes B et laréponse humor ale dirigés contre Pneumocystis interviennent
également dans I'immunité contre ce champignon. Les études chez la souris déplétée en
lymphocyte B (88-90) ou chez I’Homme par |a survenue de PCP en cas de traitement par anti-
CD20 (70,72) en témoignent. Dans les modeles de Swain et Beck, les LB augmentent 2
semaines aprés |’ inocul ation par Pneumocystis (80,84) alors que les anticorps apparai ssent vers
3 semaines et perdurent. Les lymphocytes B sont essentiels a la génération de LT CD4+

effecteurs et mémoires capables d' éiminer Pneumocystis (89). L’'effet protecteur des
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lymphocytes B est préférentiellement lié a leur action d'activation ou d'expansion des cellules
T CD4+ via le CD40 (91) et peu a la production d’ anticorps spécifiques selon les travaux de
Lund et al. (88).

[I.D.b.5. CoopérationBet T

LesiBALT permettent, al’instar des OL-11, une coordination entre lymphocytes T et B
dans letissu pulmonaire. Néanmoins, il n’existe que tres peu de données concernant le role des
iBALT au coursdesinfectionsaPneumocystis : seulel’ équipe d’ Eddenset al. (14) arécemment
montreé la capacité de souris C57BL/6 immunocompétentes ainduire laformation d’' iBALT au
contact de Pneumocystis. Les données préliminaires de I'équipe 6 Infinity rejoignent les
observations d’Eddens (données non publiées). Dans le modele d’ Eddens, les cellules a

signature T2 et T,17 étaient requises au développement de cesiBALT.

I1. D. b. 6. Elimination de Pneumocystis

Les macrophages jouent un réle clé dans la clairance du champignon, favorise par
I"interféron-y et les 1gG spécifiques (42,83,92). Les macrophages polarisés M1 et M2 sont
capables de lyser Pneumocystis. Cependant, |’ orientation M2 conduit a une meilleure clairance
et & une inflammation réduite par rapport aux M1 (93). Cette orientation M2 est retrouvée de
facon prépondérante chez I’ héte immunocompétent.

Leslymphocytes NK et les PNE sont recrutés au cours de I’ infection & P. murina chez
I"immunocompétent (80), Kelly et al. ont montré leur implication dans les réponses immunes

contre Pneumocystis (94).

Pour résumé cette partie, Charpentier et al. proposent ce schéma hypothétique des

réponses immunes chez un héte immunocompétent Figur e 10.
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Figure 10 — Schéma hypothétique des réponses
immunes de I’héte immunocompétent suite a
I"infection par Pneumocystis. D’ aprés Charpentier et
al. (81) PMN : Polymorphonuclear neutrophil (PNN).
PME : Polymorphonuclear eosinophil (PNE). APC:
Antigen presenting cell (CPA). Pneumocystis est
reconnu par une CPA qui initielesréponses T CD4 et B,
ces deux populations lymphocytaires pourraient étre
réuniesau sein destructureiBALT (un centre germinatif
entouré de Try). L’ action jointe des B et T CD4 active
les macrophages, plutdt de type M2 chez
I'immunocompétent, principales cellules impliquées
dans I’élimination du champignon. Tandis que les T
CD8 et les polynucl éaires semblent peu impliqués. Cette
réponse se déroule chez un héte immunocompétent sans
Ssymptomes respiratoires.

Influence d’une primo-infection ou d’une rénfection sur la réponse

les modéles murins de

Afin de faciliter les expérimentations, |’ essentiel des données acquises sur la réponse

immune contre Pneumocystis a été généré a partir de model e de primo-infection. Peu de travaux

ont évalué I’ influence d’ une primo-infection suivi d’ une seconde infection sur le modele murin

de PCP (72,85,92,95-97). Dans ces publications, seules les populations lymphocytaires

principales (B, T CD4 et T CD8) ont été éudiées au cours de la réponse secondaire a

Pneumocystis. Les sous-populations de T CD4 et T CD8, essentielles pour comprendre cette

réponse, N’ ont pas été caractérisees. Des stratégies approchant les modéles de réinfections ont

été développées, basées sur I’ administration préalable d’ anticorps anti-Pneumocystis (98) ou

d antigenes (99). D’ autre part, les réponses lymphocytaires mises en place dans un modéle de

souris immunocompétentes sont pertinentes a explorer dans lamesure ou il sagit de

I"interaction héte-champignon la plus fréquente, préalable a une éventuelle PCP.
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Malgré un traitement adapté, la mortalité de la PCP reste de 20 a 30%. La population a
risque étant grandissante du fait d’ un recours aux traitements immunosuppresseurs de plus en
plus important, la gestion de la PCP représente un enjeu de santé publiqgue maeur. La
compréhension des mécanismes physiopathologiques de la PCP est essentielle pour mieux
prévenir I'infection et développer de nouvelles approches thérapeutiques ou vaccinales.
Cependant, les connaissances sur sa physiopathologie restent parcellaires, notamment les
meécanismes immunitaires impliqués dans la réponse contre Pneumocystis. Les études chez
I"Homme sont difficiles a mener et restent limitées en termes de mécanistique. En |’ absence de
modéle in vitro de Pneumocystis spp., les modéles murins sont la meilleure alternative pour
répondre a ces questions. || est donc primordial de caractériser ces modéles pour connaitre les
similarités et les différences par rapport a I'infection chez I'Homme, et pouvoir les utiliser

comme model es pré-cliniques pertinents.

Nous émettons |’ hypothése que la réponse immunitaire, notamment lymphocytaire, sera
différente suivant qu’il s agisse d’ une primo-infection ou bien d’ un deuxiéme contact avec le
champignon. Etudier ces réponses primaires et secondaires nous permettra de mieux
caractériser les réponses de I héte vis-a-vis du Pneumocystis lors d’un deuxiéme contact. Ce
modeéle d infection apres préexposition serait plus en adéquation avec ce qui se passe en réalité
chez I’'Homme.

Pour confirmer cette hypothése, nous allons caractériser et comparer les réponses
immunes lymphocytaires chez des souris immunocompétentes aprés un premier ou un
deuxieme contact avec Pneumocystis murina.

En effet, nous pensons que le model e d’ infection unique présente des limites par rapport
acequi est observé au cours de la PCP humaine. Le modél e de contact préalable aladeuxieme
exposition devrait se rapprocher de la physiopathologie de I’ infection et pourrait étre plus en
adéquation avec les données dont nous disposons chez I’Homme. Ce modele murin incluant
une préexposition avec Pneumocystis pourrait donc étre plus pertinent pour les études futures.

A une plus large échelle, une meilleure connaissance des interactions héte-pathogéne
dans la PCP pourrait permettre d’ optimiser la prise en charge de la maadie chez I'Homme:
amélioration de la prévention et développement de nouvelles approches thérapeutiques ou

vaccinales.
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V. A. Souris utilisées

L a souche de Pneumocystis murina utilisée est produite a partir de souris SCID (Charles
River).

Pour ce projet, des souris femelles Balb/c Specific Pathogen Free (Charles River) ont
été utilisées. Elles ont toutes bénéficié d une semaine d'acclimatation avant le début des
expérimentations et avaient 16 semaines au moment de I’infection alasemaine 0 (SO) (Figure
11). Les animaux ont été hébergés en animalerie type A2 au "Centre Régional d’ Exploration
Fonctionnelle et de Ressources Expérimentales’ (CREFRE-Inserm UMS006). Réparties dans
des cages de 5 maximum, avec filtration d’air, les souris disposaient d’ eau et de nourriture a

volonté. Les souris ont éé manipul ées sous hotte a flux laminaire.

V. B. I nfection dessouris

Le modéele murin d’'infection a P. murina utilisé a é&é mis en place au sein de |’ équipe 6
Infinity (Institut Toulousain des Maladies Infectieuses et Inflammatoires) lors de précédents
travaux. Chagque stock de P. murina est préparé et testé dans |’ équipe puis conservé dans|’ azote
liguide au laboratoire.

Pour les infections, chaque souris, aprés anesthésie volatile a I’ isoflurane (4%), a recu
par voie intranasale 10° asques de Pneumocystis murina (20uL de suspension fongique). Les

souris naives ont recu 20 pL de broyats de poumons sains issu de souris SCID.

V. C. Protocole expérimental

Les protocoles de soins et d'utilisation des animaux ont été approuvés par le comité
d'éthique pour I'expérimentation animale (APAFIS #18339).
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Figure 11- Schéma du protocole expérimental suivi. Lestroisgrandesfléches horizontal esreprésentent I’ échelle
de temps en semaines. La fléche verte en pointillée correspond a une inoculation intranasale de suspension de
poumons sains issus de souris SCID effectuée pour le groupe naif. A S0, les souris sont gées de 16 semaines.

L’ expérimentation a duré 14 semaines et a comporté 3 groupes de souris (Figure 11) :
- Groupe « naif » : Souris naives, pas d'infection a Pneumocystis murina, inoculation
de broyat de poumons sains,
- Groupe « primo-infecté » : Un seul contact avec Pneumocystis murina a S0,
- Groupe « pré-exposé » : 1¢ contact a S-8 puis 2™ contact a SO avec Pneumocystis

murina.

A S5 et S0, des animauix ont été sacrifiés pour contréler la charge en Pneumocystis (QPCR) :
- 4S5 groupe « pré-exposé » n=2,

- et a S0 : groupe « pré-expose », « primo-infecté » et « naif » n=2.

L ors des points de cinétique, des animaux ont été sacrifiésa S1, S3 et S6 puis:
- lespoumons ont été utilisés pour I’ analyse en gPCR (groupe « pré-expose » et « primo-
infecté » n=8 ; groupe « naif » n=6),
- les poumons, la rate ont été prélevés pour les analyses en cytométrie (groupe « pré-
eXpose » et « primo-infecté » n=4 ; groupe « naif » n=3),
- les poumons ont été recueillis pour |’ analyse histologique (groupe « pré-exposé » et

« primo-infecté » n=4 ; groupe « naif » n=2).
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IV.D.  Evaluation dela chargefongique

La quantification de la charge fongique pulmonaire a été réalisée par PCR quantitative
(qPCR) spécifique de P. murina. La charge fongique en P. murina a été déterminée sur une
prise d' essai calibrée de 25uL, correspondant au surnageant de broyats de poumon exprimés
dans du RPMI. L’ extraction d’ ADN a été réalisée avec le kit DNeasy Blood & Tissue Kits
(Qiagen) d' apres le protocole du fournisseur. Une PCR quantitative a été effectuée en utilisant
les amorces vhvba  (5-TTCCGGCCTCTTAAAGGTCG-3) e¢ vhvda (5
CTAGGATGTTCCATAGCCGC-3) e les sondes FRET MDHFR1 (5
AGACAAGGAATACATTGTGCAAGAT-fluorescein-3) e¢ MDHFR2 (5-LC Red 640-
TGGATGATGCTTTAGAACTTCT-phosphate-3) (100). Aprés activation de la Taq
polymerase, 15 minutes a 95°C, 3 étapes d’ amplifications différentes se sont succédés: les 5
premiers cycles comportaient une dénaturation de 15 secondes a 95°C, une hybridation de 10
secondes a 65°C puis une éongation de 10 secondes a 72°C aors que les 5 cycles suivants
comportaient une étape d’ hybridation de 10 secondes a 60°C et les 35 derniers cycles de 10
secondes a 55°C. La gPCR a été réalisée sur LightCycler480 (Roche). Les résultats ont été

exprimeés sous forme de quantification relative de la charge fongique avec la valeur 35-Ct.

IV.E. Histopathologie des poumons

Aprés exsanguination sous anesthésie générale (isoflurane), les poumons ont été
prélevés et fixés par instillation intra-trachéale de formol. Lestissus ont été conservés 24h dans
le formol avant d’ étre transférés dans I’ éthanol 70% a 4°C jusgu’a l’inclusion. Le traitement
des organes et des lames a ensuite été réalisée par le plateau d’histologie du centre Infinity,
jusgu’ alanumérisation. Apresinclusion en bloc de paraffine, des coupes histol ogiques de 5pm
ont été réalisées au microtome Leica RM2245 (Leica) puis colorées en hématoxyline-éosine
(HE) pour apprécier lesinfiltrats cellulaires. Un marquage deslymphocytes B et T a étéréalisé
en immuno-histochimie par des anticorps de rat anti-B220 (Biorad) et de lapin anti-CD3
(Abcam), respectivement. Toutes les coupes ont été numérisées avec un scanner de lame
Panoramic 250 Flash 111 dlide (3D Histech) au grossissement x400. Les cellules ainsi que les
amas celulaires (iBALT) ont ensuite éé dénombrés a I'aide du logiciel QuPath
(https://qupath.github.io).
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V. F. Etude des réponses lymphocytaires par cytométrie en flux

Apres exsanguination et sacrifice des souris, les poumons et les rates ont été collectées
dans du milieu RPMI complet (supplémenté & 10% SVF, 1% Pénicilline/streptomycine, 1%
Sodium pyruvate, 0,1% [3-Mercaptoéthanol). Les poumons ont été éminceés au scalpel puis une
digestion enzymatique (DNase | 0,1 mg/mL et collagénase IV 0,1 mg/mL) en RPMI complet
sans serum a été réalisée pendant 30 min & 37°C, avant de passer le broyat sur un tamis de
100pm. Les cellules ont été lavées en RPMI complet puis mises en suspension dans du Percoll
60% (RPMI complet) séparé avec du Percoll 30% (PBS). Apres 20 minutes de centrifugation a
1600g, les cellules mononuclées ont été récupérées. Une lyse des globules rouges a été réalisee
par un tampon de chlorure d’ ammonium (EDTA 100umol/L, 160nmol/L NH,CI, 10 mmol/L
NaHCOs). Les rates ont été filtrées sur tamis de 100um puis les globules rouges ont été lysés
selon le méme protocol e que les poumons. La quantité de cellules en suspensions a été évaluée
sur cellules de Malassez. Deux panels d’ anticorps ont été utilisés afin de caractériser les
différentes populations lymphocytaires pulmonaires et spléniques : un panel permettant de
caractériser les sous-populations lymphocytaires aprés stimulation des cellules pulmonaires
(annexe 1) et un panel avec stimulation des splénocytes (annexe 2). Pour ces deux panels, 10°
cellules ont été stimulées pendant 4h15 & 37°C avec de I’ acétate de phorbol myristique (PMA)
a0,5ug/mL et de laionomycine (2ug/mL). La Brefeldine A (0,1%) a été ajoutée pour bloquer
I’excrétion des cytokines en vue de leur marquage. Les anticorps utilisés et les dilutions
appliquées pour chaque panel sont détaillés dans les annexes 1 et 2. Les marquages ont été
réalisés en 3 étapes : i) apres saturation des récepteurs Fc (FCR block, anti-CD16/anti-CD32),
lescellules ont été marquées avec leviability Dye (marquant les cellulesmortes) ; ii) lescellules
ont ensuite été marquées avec les anticorps extracel lulaires. Les marquages intracellulaires ont
été effectués apres fixation et perméabilisation ; iii) enfin les cellules ont éé fixées en
paraformaldéhyde (PFA) 1% avant |’ acquisition au cytometre en flux LSR Fortessa |11 (BD
Biosciences). L’ ensemble des données de cytométrie ont été analysées avec le logiciel FlowJo

(version 10, BD Biosciences) selon les stratégies de gating présentées en annexe.

V. G. Analyse statistique

Des tests non paramétriques de Mann-Whitney ont été utilisés pour comparer les

résultats des pourcentages obtenus pour les différentes populations lymphocytaires, les valeurs
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de 35-Ct de PCR et les dénombrements sur lames d' histologie. Les tests statistiques et les
représentations graphiques ont été effectuées sur le logiciel GraphPad Prism version 5.0

(GraphPad). Les différences ont été considérées significatives pour une valeur de P <0.05.
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V.A. Les souris pré-exposées a Pneumocystis ont une charge fongique
indétectable par rapport aux souris primo-infectées

La quantification de la charge fongique a été réalisée par gPCR afin de suivre la
cinétique d'infection les animaux.

Cette quantification a montré que les souris du groupe « pré-exposé » avaient bien été
primo-infectées avec une charge détectable & S-5 (3 semaines de I’infection, données non
représentées) mais avaient éiminé le champignon (charges négatives a SO) avant le 2°™ contact.

Avant I'inoculation a SO, aucun portage de P. murina n’ a été mis en évidence par PCR

pour les souris des groupes « primo-infecté » et « naif » (Figure 12).
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Figure 12 - Cinétique de la charge fongique au cour s de la cinétique. Les points représentent les médianes des
valeurs 35-Ct obtenues pour chaque groupe a chagque point de cinétique et la barre I interquartile (25%-75%).
Effectif par point: groupe « pré-exposé» en rouge n=8, groupe « primo-infecté» en orange n=8. pi : post
inoculation intranasale.

Suite a I’infection a P. murina a SO, les 2 groupes d'intérét montraient des cinétiques
d évolution de charge fongique différentes (Figur e 12) : dorsqueles souris du groupe « primo-
infecté » présentaient une charge maximale a S1, maintenue a S3 puis une éimination du
champignon a S6 (excepté une souris), le groupe « pré-exposé » ne présentait aucune charge
détectable durant toute |’ étude. Le champignon restait indétectable pour les souris naives avec

le systéme de gPCR utilisé.
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V.B. Les souris pré-exposées a Pneumocystis présentent des cinétiques de
réponses lymphocytair es plus précoces par rapport aux souris primo-infectées

Afin de caractériser les réponses lymphocytaires chez les souris primo-infectées et les
souris pré-exposées a Pneumocystis, une approche exploratoire des cinétiques de populations
lymphocytaires pulmonaires par immunophénotypage a été mise en cauvre.

Le pourcentage global de leucocytes (CD45+) est resté stable au cours de I'infection

guelques soit |e groupe (données non représentées).
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Figure 13- Cinétique dessouspopulationseffectriceslymphocytairesT CD4 et CD8 pulmonairesen réponse
a l'infection par P. murina. Résultats obtenus a partir des cellules pulmonaires de souris stimulées par la
PMA/ionomycine. Les points représentent |es médianes obtenues pour chague groupe a chague point de cinétique
et la barre I'interquartile (25%-75%). Effectif par point : groupe « pré-exposé » en rouge n=4, groupe « primo-
infecté» en orange n=4, groupe « naif » en noir n=3. Ch/N : comparaison statistique entre les groupes « pré-
expose» et «naif», I/N : comparaison statistique entre les groupes « primo-infecté» et «naif », Ch/l :
comparaison statistique entre les groupes « pré-exposé » et « primo-infecté », * : P <0,05.

Comparativement aux souris naives, les souris primo-infectées ont présenté un profil
d’augmentation tendanciel de plusieurs populations cellulaires a S3 de I'infection
augmentation du pourcentage des lymphocyte T totaux (Figure 13A), des Tyl (exprimant

I"interféron-y, Figure 13B), des T CD8 cytotoxiques (exprimant la granzyme B, Figure 13H).
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Seuls les pourcentages de Tyl et T CD8 activés persistaient a S6 supérieurs aux souris pré-
exposées (Figure 13H, 131), les autres popul ations se normalisaient.

Le pourcentage de T CD8 activés (exprimant I’interféron-y, Figure 13I) des souris
primo-infectées était supérieur a celui des souris pré-exposées a S3.

Par rapport aux souris primo-infectées, les souris pré-exposées ont présenté une
augmentation plus précoce (S1) de la plupart des populations cellulaires étudiées. Une
augmentation significative du pourcentage de lymphocytes T totaux (Figure 13A), Tyl (Figure
13B), Tyl7 (exprimant I'l1-17, Figure 13F) a été observée. Une tendance a la hausse des
pourcentages des T CD4 totaux (Figure 13D), Ty2 (exprimant I'11-13, Figure 13E), des T CD8
cytotoxiques (Figure 13H, par rapport au souris naives) et des T CD8 activés (Figure 131) était
constatée. Une tendance a la baisse des T CD8 totaux a également été observé a S1 (Figure
13G). Lapopulation des T CD8 cytotoxiques se maintenait a S3 puis se normalisait a S6. Les
autres populations se normalisaient dés S3. Malgré des médianes plus élevées pour les
lymphocytes ayant un profil Tg1 (exprimant I’ 11-10, Figure 13C) a S1 et/ou S3 dansles groupes
primo-infectées et pré-exposeées par rapport aux souris naives, il n’a pas été mis en évidence de
différences significatives ou de tendances nettes.

Ces résultats montrent que les deux groupes d'intéréts (« primo-infecté» et « pré-
exposé ») ont répondu différemment &I’ infection par P. murina. Il semble que les souris pré-
exposées mettent en place une réaction plus précoce et de nature différente par rapport aux

souris primo-infectées.

V.C. Les souris pré-exposées a Pneumocystis ont acquis une meémoire
Immunitaire suite a leur premier contact

Entravaillant sur I’influence dela primo-infection sur laréponseimmune au coursd’ une
seconde infection, la caractérisation des cellules mémoires semblait indispensable. Les
lymphocytes mémoires se répartissent en i) T centro-mémoire (Tcw exprimant KLRG1-
CD127+) ; ii) T effecteur-mémoire (Tey : KLRG1+ CD127+) et iii) T résident-mémoire (Try :
CD69+ et/ou CD103+).

Au cours de cette expérimentation, des cellules mémoires ont été détectées uniquement
chez les souris pré-exposées a P. murina au cours de la premiere semaine d'infection (S1)
(Figure 14).
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Dans les poumons, aussi bien pour les lymphocytes T CD4 (Figure 14A) que pour les
T CD8 (Figure 14B), les proportions de Try doubles positifs CD103 et CD69 tendaient vers
une augmentation & S1 et se normalisaient a S3.
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Figure 14 - Cinétique des cellules mémoires en réponse a l'infection par P. murina. A et B. Pourcentages de
Trm pulmonaires parmi les T CD4 et les T CD8 respectivement. C et D. Pourcentages de T effecteurs spléniques
parmi lesT CD4 et les T CD8 activés respectivement. E et F. Pourcentages de Tcw spléniques parmi les T CD4 et
les T CD8 activés respectivement. G et H. Pourcentages de Tew spléniques parmi les T CD4 et les T CD8 activés
respectivement. Résultats obtenus a partir des cellules pulmonaires (A et B) et des splénocytes (C — H) stimulés
par la PMA/ionomycine. Les points représentent les médianes obtenues pour chaque groupe a chaque point de
cinétique et la barre I'interquartile (25%-75%). Effectif par point : groupe « pré-exposé » en rouge n=4, groupe
« primo-infecté » en orange n=4, groupe « naif » en noir n=3. Comparaisons statistiques réalisées entre les groupes
« pré-expose » et « primo-infecté », * : P <0,05.

60



L’ immunophénotypage des lymphocytes issus de la rate, stimulés par la
PMA/ionomycine a permis de caractériser le compartiment lymphoide périphérique des souris
dont les Tey et Tew. Parmi les T CD4, lescellules T effectrices (Figure 14C) et les Tey (Figure
14G) étaient significativement augmentés a S1, alors que les Ty ne variaient pas au cours du
temps (Figure 14E). Parmi les T CD8, les T effecteurs (Figure 14D) et les Tew (Figure 14H)
étaient significativement augmentés a Sl, tandis que les Tew (Figure 14F) étaient
significativement diminués a S1.

Ces résultats sont en faveur d un recrutement de cellules mémoires dans les organes
lymphoides secondaires et d une activation locale des cellules mémoires résidentes par P.

murina au cours d' un second contact.

V.D. Les souris pré-exposées a Pneumocystis produisent des structures iBALT-
like avec une cinétique différente des souris primo infectées.

L es coupes histologiques effectuées sur les poumons des souris primo-infectées et pré-
exposeées et colorés en HE ont montrés desinfiltrats lymphocytaires délimités (follicules) situés
en regard des bronches et des vaisseaux suite al’infection par P. murina (Figure 15A). Sur les
coupes successives, les immunomarquages révelent que ces follicules étaient composés de
lymphocytes B (B220+, Figure 15B) groupés évoquant un centre germinatif entourés de

lymphocytes T (CD3+, Figure 15C). Ces structures sont évocatrices d' iBALT.

B
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Figure 15 - Lesfoallicules sont composés de lymphocytes B et T. Coupes d’ un follicule pulmonaire de souris du groupe
« primo-infecté » a S3 aprés coloration a |’ hématoxyline-éosine (A), immunomarquage anti-B220 (B) et anti-CD3 (C),
grossissement x10. La fléche pointe vers le follicule observé au fil des coupes successives.
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Parmi les trois groupes de souris, les souris naives n’ ont pas présenté d’'iBALT sur les
coupes histologiques obtenues & partir des poumons entiers instillés au formol puis inclus en
paraffine et coloré en HE (a1’ exception d une unique souris & S3 avec 1 follicule visible). A
I"inverse, de nombreux follicules évoquant des iIBALT était présents dans les groupes « pré-
EXPose » et « primo-infecté » de S1 & S6 post infection.

La cinétique d apparition et la taille moyenne des iBALT étaient différentes entre les
souris pré-exposees et primo-infectées Figur e 16A). Les souris primo-infectées présentaient un
nombre maximal de follicules (Figure 16B) a S3 aors que le maximum observé pour les pré-
exposées était a S1. D’ autre part, la taille moyenne des follicules Figure 16C) a S3 pour les
souris primo-infectés étai ent significativement supérieure a celles mesurées chez les souris pré-
exposées ou a d’ autres points de cinétique.
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Figure 16- Cinétique des iBALT en histologie. A. Image représentative des coupes de poumons inclues en
paraffine apres coloration al” hématoxyline-éosine aux différents points de cinétique, grossissement x9. Les fléches
pointent vers les follicules. B. Nombre de follicule par coupe de poumons. C. Taille moyenne des follicules
observés. Effectif par point : groupe « pré-exposé » en rouge n=4, groupe « primo-infecté » en orange n=4, groupe
«naif » en noir n=2. * : P <0,05. B et C: Les batons représentent les médianes obtenues pour chague groupe a
chaque point de cinétique et la barre I’ interquartile (25%-75%). pi : post inoculation intra-nasale.
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Ainsi, les souris pré-exposées dével oppaient plutdt desfollicules detaille plus petite dés
S1 alors que les souris primo-infectées présentaient une augmentation plus massive en nombre
et entailledesiBALT & S3.
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Au cours de ce travail, nous avons comparé les réponses immunes suite a un contact
unique ou apres réexposition a P. murina chez des souris immunocompétentes. Nous avons
montré que des souris pré-exposées a P. murina présentaient par rapport aux souris primo-
infectées i) un recrutement local et systémique de lymphocytes mémoires T CD4/CD8 a 1
semaine; ii) une formation d'iBALT plus précoce (dés 1 semaine) avec des follicules de plus
petite taille ; iii) un recrutement local d' effecteurs lymphocytaires T CD4 et T CD8 a 1
semaine; iv) une charge fongique indétectable durant toute la durée de I’ étude. Trés peu de
travaux ont évalué I’ influence d' une primo-infection préalable sur le modéle murin de PCP et

le réle des cellules mémoires. Notre travail met en évidence un role central de ces cellules.

Au cours de cetravail, nous avons mis en évidence un recrutement de Try CD4 et CD8
dans les poumons. Ces observations suggerent que les Try présents au site d’'infection
participent ala premiére ligne de défense locale contre e pathogéne. Les Try CD8 pourraient
étre localisés en premiére ligne dans les voies aériennes ou encore nichés dans des « dépbts de
cellules mémoires associés aux |ésions» (« Repair-Associated Memory Depots», RAMD)
tandis que les Try CD4 seraient plutdt présents dans les iBALT, a proximité des centres
germinatifs et des Bry (B résident mémoire) (18). Dans la rate des souris pré-exposées, les T
effecteurs et Tgy CD4 et CD8 étaient augmentés a une semaine d’infection, et associés a une
baisse des Tcy CD8. Les Tey pourraient, des une semaine d’infection, étre précocement
différenciés en effecteurs et recrutés vers les poumons d’ ot une diminution dans la rate. Les
Tem, de par leur capacité a circuler entre les organes lymphoides secondaires et |es tissus sont
capables de se multiplier dans la rate puis de migrer ensuite vers les poumons, expliquant
possiblement |’ augmentation que nous observons.

De précédents travaux ont d§a montré que I’ infection par Pneumocystis conduisait ala
production de cellules mémoires. Dans une étude de Samuelson et al. (99), au cours d’ une
immunisation orale, les souris C57BL/6 étaient capables de produire localement des Tgry
(CD69+) et d' éiminer le champignon malgré la déplétion en TCD4. Ruan et al. (101) ont
également montré que I'll-7 endogene, ligand naturel de CD127 favorisant la survie du
lymphocyte en cellule mémoire, était produite en phase précoce, lors d'infection a
Pneumocystis chez les souris Balb/c. De plus, I’ administration d'11-7 recombinant favorisait la

clairance du champignon et la génération de Tgy et Tey CD4 et CD8 pulmonaires chez des
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souris immunocompétentes. D’ autre part, Kelly et al. (94) ont montré un effet bénéfique du
transfert adoptif de LT CD4 issus de souris immunisées contre Pneumocystis chez des souris
RAG2-/- (dépourvues de lymphocytes B et T), avec une diminution de la charge fongique, un
recrutement des lymphocytes NK et une augmentation des LT CD4 majoritairement composés
de cellules effectrices mémoires (CD44+ CD62L"°). Les cellules mémoires semblent donc jouer

un role potentiellement important dans le contréle de Pneumocystis.

Dans la littérature, trés peu d études ont évalué |’ effet d’ une primo-infection préalable
sur I'infection a Pneumocystis. Harsmen et al. (95) ont montré, qu’en réexposant des souris
préal ablement immuni sées contre Pneumocystis puis en les déplétant en LT CD4, la clairance
du champignon était plus rapide que chez des souris C57BL/6 non préalablement exposées.
Dans une autre étude de Garvy et al. (85), des souris C57BL/6 Wild-type (WT), IFN-y”-, ou Il-
4~ préalablement immunisées par inoculation de Pneumocystis, ont été en contact une
deuxieme fois avec le champignon aprés déplétion des lymphocytes T. Aucune de ces souris
n'a développé de PCP, a la différence de toutes les souris non immunisées. Les données des
études de Harmsen et al. (95) et Garvy et al. (85) montraient que la persistance de lamémoire
immunitaire semblait ne pas dépendre deslymphocytes T. Cependant, les anticorps utilisés pour
dépléter leslymphocytes T (anti CD4 et anti Thy1.2) peuvent dépléter certaines populations de
lymphocytes T mémoires circulant ou spléniques mais ne sont pas capable de dépléter les

lymphocytes T mémoires tissulaires (Tgru) (102).

D’autre part, I’éude de Garvy et al. (85) démontre |’aspect non indispensable des
réponses Tyl et T2 pour éliminer le champignon. Ceci a été confirmé par d autres travaux,
comme |’aspect non essentiel de la réponse Ty17 (74). Nous avons montré chez des souris
primo-infectées par P. murina une augmentation de la réponse Tyl, trois semaines apres
I'inoculation alors que des souris pré-exposées au champignon développaient, en plus de la
réponse Ty, uneréponse T2 et Ty17 dés une semaine d’ infection. Nos résultats suggerent une
meilleure stimulation de la réponse T CD4 globale au cours d'un second contact avec
Pneumocystis méme si probablement chacune de ces sous-populations n’ est pas indispensable

au contréle du champignon.

A l'inverse, les populations de CD8 et macrophages pourraient jouer un role important
vis-a-vis de Pneumocystis lors de réexposition. Dans une étude de De la Rua et al. (92), en

I"absence des LT CD8 ou des macrophages alvéolaires, les souris préalablement immunisées
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n' éliminaient plus le champignon. De plus, les IgG anti-Pneumocystis produites suite a ce
premier contact permettent une diminution de la charge fongique de fagcon dose-dépendante via
I’ opsonisation puislalyse par les macrophages. La mémoire immunitaire de I’ hote dans la PCP
semble impliquer les T CD8, les macrophages alvéolaires et |es anticorps spécifiques pour la
clairance du champignon. Nos données, montrant une augmentation a une semaine d’infection

deslymphocytes T CD8 INFy+ ou Granzyme B+, corroborent cette hypothése.

Au cours de ce travail, nous avons montré que les souris pré-exposées a P. murina
étaient capables de développer des modifications tissulaires de type iBALT. Des iBALT ont
déja été décrits au cours des infections a Pneumocystis par Eddens et al. (14). Ces structures
apparaissaient de maniere concomitante al’ augmentation de la charge fongique pour les souris
C57BL/6 primo-infectéesimmunocompétentes. Ces résultats sont ultérieurement confirmeés par
des données de I’ équi pe puisque des structures évoquant desiBALT ont été mises en évidence
lors d’'une primo-infection & P. murina chez des souris Balb/c immunocompétentes. Ces
follicules étaient composés de lymphocytes B et T en histologie et I'immunophénotypage a
montré une augmentation dans le tissu pulmonaire des lymphocytes B des centres germinatifs
et des T folliculaire helper (Try) (données non publiées). Les Try appartiennent a une sous-
population lymphocytaire T CD4 participant ala coopération B et T dans le centre germinatif.
Ils expriment entre autres les récepteurs CD40 et CXCR5 (récepteur permettant aux LT de
migrer en réponse a CXCL 13 vers le centre germinatif (1)) et sécrétent de grandes quantités
d'11-21. Elsegeiny et al. (74) ont montré gqu’un déficit en 11-21 ou en 11-21R diminuaient la
clairance du champignon. Le duo lymphocytes B du centre germinatif — Try Semble d' une
importance notable dans la réponse contre Pneumocystis.

Pour les souris pré-exposées, ces structures folliculaires étaient produites de maniere
plus précoce (des une semaine d’infection), en méme temps que le recrutement des effecteurs
T et des cellules mémoires. Cependant cesiBALT présentaient une plus petite taille par rapport
aceux des souris primo-infectées. Ces résultats nous indiquent que lors d’ un deuxiéme contact,
les IBALT jouent un rdle précoce dans le contrdle de I'infection possiblement par
I hébergement des CD4 Try (18).

LesiBALT pourraient donc participer a |’ élimination du champignon en favorisant la
présentation antigénique ainsi que la prolifération et la coopération des lymphocytes B et T
dans le tissu pulmonaire. Ces structures pourraient étre le lieu du priming précoce des
lymphocytes T CD4 effecteurs par les LB, que I'on sait indispensable a la clairance du

champignon (90). Cependant, a distance de I’infection, les iBALT (ou les résidus de ces
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iIBALT) pourraient aussi constituer une sorte de « sanctuaire» pour les CD4 Tgry (18),
permettant un développement plus rapide et efficace de laréponse immune lors d’ un deuxiéme
contact avec le champignon. Enfin, les structures type iBALT n’ont jamais été retrouvées a

notre connaissance chez un héte immunodéprimé présentant une PCP (VIH ou non-VIH).

L’ensemble des souris pré-exposées avaient une charge indétectable par qPCR
contrairement aux souris primo-infectées. Une cinétique d’ élimination rapide avait dga été
constatée chez des rats (96) et souris C57BL/6 (72,92) immunocompétents pré-exposes a
Pneumocystis. Nos résultats suggérent que I’ensemble des réponses lymphocytaires et
tissulaires déployées conduisent a une clairance accélérée du champignon lors d’ un deuxieme

contact.

Toutes ces observations sont en faveur du dével oppement d’ une réponse globale plus
efficace chez les souris dgja exposées a P. murina. Ayant subi une primo-infection et généré
des cellules mémoires, ces souris étaient alors capables de répondre de maniére plus rapide (des
la 1%¢ semaine). Cette réponse est probablement initiée au niveau local gréce aux Tgry
préalablement sensibilisés par le pathogene, puis s amplifie au niveau systémique (T, Tem)-
Les IBALT contenant possiblement des Try CD4 seraient rapidement stimulés et se
reconstitueraient. Dans ces structures, la coopération lymphocytes B et T y est tres étroite et
efficace, permettant, d’ aprés nos données, un priming global et non spécifique plus précoce des
effecteurs T CD4 et CD8. Ces effecteurs présents dans le tissu pulmonaire seraient alors
capables d’ induire un environnement favorable a une polarisation précoce des macrophages de
type M2, indispensables a la clairance de Pneumocystis d’ apres les données de la littérature
(93). Bien que produits suite au contact avec Pneumocystis, |es anticorps spécifiques améliorent
la réponse mais ne sont pas indispensables a la clairance du champignon d’ apres le travail de
Lund et al. (88). Il sera cependant nécessaire de procéder a la quantification de ces anticorps
(travail en cours sur les sérums récoltés pendant cette expérimentation) pour évaluer laréponse
humorale dans ce modele, mais aussi pour S assurer que les souris étaient bien naives vis-a-vis
de Pneumocystis avant le début de I’ expérimentation.

Enfin, ces données constituent des résultats préliminaires obtenus a partir d'une seule
expérience. Certaines de nos observations sont des tendances qui devront étre confirmeées par

de plus grands effectifs.
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En conclusion, ces résultats confirment notre hypothése initiale : les souris ayant déja
rencontré le pathogene au préalable ont développé une réponse immunitaire différente, plus
précoce que les souris primo-infectées. Ce modele d’infection incluant une phase de premier
contact avec Pneumocystis constituerait ainsi un reflet plus fidéle de la réalité de I’infection
chez I’Homme par le champignon. A ce jour, aucune étude sur les effets d’ un premier contact
n'a été réalisée sur un modéle de PCP basé sur une immunodépression par corticoides; or il
Sagit actuellement de la situation la plus fréquente d' acquisition d'une PCP. Ce type
d approche permettrait peut-étre de mieux identifier les types cellulaires indispensables a la
résolution de la PCP et donc de développer des moyens de prophylaxie ou des thérapeutiques
innovantes pour prendre en charge la maladie de maniére plus optimale.

Les éléments mis en lumiére lors de ce travail ont été présentés au Congres conjoint
annuel des Sociétés Francai ses de Parasitol ogie et de Mycologie M édicale ayant eu lieu a Rouen

en Juin 2022 (annexe 3).
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Annexe 1 — Pand utilisé ciblant les sous-populations lymphocytaires T avec stimulation
par la PMA/ionomycine (A) et stratégie de gating utilisée (B) sur les poumons
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Annexe 2 — Panel utilisé ciblant les sous-populations lymphocytaires T avec stimulation
par la PMA/ionomycine (A) et stratégie de gating utilisée (B) sur lesrates
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Annexe 3— Communication affichée issue de ce travail — Congres SFP/SFMM 2022
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I'hypothése qu’une souris pourrait avoir une réponse immune différente au cours d’une primo-infection ou d’'un second contact avec P. murina. Ce modeéle incluant un premier
contact pourrait étre plus représentatif de la réponse immune de I'héte au cours d’'une infection par Pneumocystis sp.. chez 'Homme.
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Conclusions.
« Les souris pré-exposées a P. murina ont présenté par rapport aux souris primo-infectées : une charge fongique indétectable durant toute
- B m ['étude ; une formation d'iBALT plus précoce et de plus petite taille dés 1 semaine ; un recrutement local de lymphocytes mémoires Try o o
Hapitaux de Toulouse CD4/CD8 a 1 semaine d'infection associ¢ a une forte réponse d'effecteurs lymphocytaires T CD4/CD8.
g
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« Nos résultats suggérent que la réponse mémoire mise en place suite a I'exposition @ Pneumocystis favoriserait la formation précoce d'iBALT.
Cette réponse pourrait permettre un priming précoce des effecteurs lymphocytaires aboutissant a la clairance accélérée du champignon.
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\\D/, pauL Sasatier © Limportance de cette préexposition devrait étre prise en compte dans de futures études, notamment celles travaillant sur les modéles

murins de pneumocystose cortico-induite.




Title & Abstract:

Lymphocyte response against Pneumocystis. | mpact of primary contact with Pneumocystis murina on

immune response and outcome in an immunocompetent mouse model

K ey words. Pneumocystis, immunocompetent host, mouse model, lymphocyte

Background. Pneumocystis pneumonia is severe fungi infection leading to 20-30 % mortaity in
immunocompromised patients. An immunocompetent host is able to eliminate asymptomatically
Pneumocystis sp.. Due to the impossibility to cultivate the fungus, mouse model are key tools to understand
immunopathophysiology during Pneumocystis infection. Although high seroprevalence in infants suggests
early and repeated contacts with the pathogen, the vast majority of studies has focused on primary contact
with Pneumocystis. We hypothesized that P. murina- experienced mice would have a different immune
response during a primary infection or areinfection. A reinfection model might be more representative of the

host immune response during Pneumaocystis infection in Human.

Materials & Methods. Three groups of mice were compared: the challenged group had a first contact with
Pneumocystis, cleared the fungus and then was exposed a second time (Week 0) to P. murina; the infected
group only had afirst contact with P. murina; the naive group received an extract of Pneumocystis-freelungs.
Lung sections, collected at 1, 3 and 6 weeks post Pneumocystis intranasal instillation, were stained with
hematoxilin-eosin. Immunohistochemistry was performed targeting B and T cells. Lymphocyte
immunophenotyping was assessed in lungs by flow cytometry and Pneumocystis infection was monitored by
gPCR.

Results. Upon histological data, mice from both challenged and infected groups devel oped follicles evoking
induced Bronchus-Associated Lymphoid Tissue (iBALT) structures nearby bronchi and vessels, in response
to P. murina. Those structures composed of B and T cells, appeared earlier in the challenged mice (1 week
post infection (p.i.)) compared to the infected ones (3 weeks p.i.). While the infected mice showed a fungal
load from the first week p.i,, the challenged mice had an undetectable fungal burden during the 6 weeks of
infection suggesting a more effective fungal clearance in this group. In cytometry, the challenged mice
developed 1 week p.i, aparticular lymphocyte profile with anincrease of Thl, Th2, Th17 and I1-10 producing

CDA4 T cells, and aloca memory response (tissue resident memory cells).

Conclusions. The mice appeared to have a different immune response when exposed a second time to
Pneumocystis compared to the primary infection. This mouse model seems more representative of the
Pneumocystis infection in immunocompetent human host. Studies based on corticoid-induced
immunosuppression would be interesting to assess the impact of a prior contact with P. murina on

Pneumocystis pneumonia model.
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Contexte. La pneumocystose humaine est une mycose pulmonaire grave due & Pneumocystis jirovecii touchant les
patients immunodéprimés et entrainant 20 a 30% de mortalité. Un héte immunocompétent est capable d’éiminer de facon
asymptomatique Pneumocystis sp.. En raison du caractére non cultivable du champignon, les modeles murins sont un outil
majeur pour comprendre I'immunophysiopathologie de I’ infection a Pneumocytis sp.. Bien qu’ une séroprévalence éevée ait
été constatée des le plus jeune age, la majorité des études est menée sur des modeles de primo-infection. Nous émettons
I" hypothése qu’ une souris aurait une réponse immune différente au cours d’ une primo-infection ou d'un second contact avec
P. murina. Ce modée incluant un premier contact serait plus représentatif de la réponse immune de I' héte au cours d’ une
infection par Pneumocystis sp..

Matériels et Méthodes. Trois groupes de souris ont été comparés : le groupe « pré-exposé » a subi une premiére
infection a P. murina, a curé le champignon puis a éé soumis a une seconde infection ; le groupe « primo-infecté » a subi un
unique premier contact avec P. murina; le groupe naif a recu un extrait de poumons sains. Le profil phénotypique des
lymphocytes issus des poumons et rates a été déterminé par cytométrie en flux et la charge en P. murina a été évaluée par
gPCR. Des coupes histol ogiques ont été réalisées a partir de poumons collectésa 1, 3 et 6 semaines aprésinstillation intranasale
de P. murina et ont été colorées al’ hématoxylin-éosine. Un immunomarquage ciblant les lymphocytes B et T a également été
réalisé sur ces coupes.

Résultats. Alors qu’ une charge fongique était observée dés 1 semaine post infection chez les souris primo-infectées,
aucune souris pré-exposées ne présentaient de charge détectable pendant les 6 semaines d’ expérimentation, suggérant une
clairance plus efficace du champignon. En cytométrie, les souris pré-exposées ont développé a 1 semaine post infection, une
réponse lymphocytaire particuliére avec une augmentation des populations Tul, Th2, Tul7 et T cytotoxiques et des cellules
mémoires. L’ histologie montrait des structuresiBAL T-like en regard des bronches et des vai sseaux chez les souris pré-exposées
et primo-infectées. Ces structures composées de B et de T apparaissaient plus précocement chez les souris pré-exposées
(semaine 1) comparativement aux souris primo-infectées (semaine 3).

Conclusion. Les sourisavaient une réponseimmune plusrapidelors d’ une seconde exposition & P. murina comparées
aux souris primo-infectées. Le modéle de réexposition présenté dans ce travail est plus représentatif de la réponse immune
réelle déployée chez un héte infecté. Appliqué a des souris immunodéprimées par les corticoides, il permettrait d' éudier

I"impact d’ un précédent contact avec |e champignon au cours d’ une pneumocystose.
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