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Echinococcus multilocularis, agent de I’échinococcose alvéolaire

A. Systématique
Echinococcus multilocularis est un helminthe parasite appartenant au régne Metazoa, super-
embranchement Lophotrochozoa, embranchement Platyhelminthes, classe Cestoda, Ordre
Cyclophillidea, de la famille Taeniidae [1,2]. Cette famille intégre les genres Echinococcus, Taenia,
Versteria et Hydatigera. Actuellement, le genre Echinococcus est lui-méme divisé en 9 especes dont 5
especes cryptiques : Echinococcus granulosus sensu lato (intégrant E. granulosus sensu stricto, E.
canadensis, E. ortleppi, E. equinus et E. felidis), E. multilocularis, Echinococcus oligarthra, Echinococcus

vogeli et Echinococcus shiquicus [3,4].

B. Cycle parasitaire
La forme adulte d’E. multilocularis est un ver plat segmenté de quelques millimeétres, dont le strobile
est composé de 3-4 proglottis (anneaux). Ce stade parasite I'intestin gréle de ses hotes définitifs, des
mammiféres carnivores, principalement le renard roux Vulpes vulpes mais également d’autres Canidae
(par exemple Canis lupus, Canis aureus, Nyctereutes procyonoides [5-7]). Seul le dernier proglottis
produit des ceufs, alors libérés dans la lumiére du tube digestif et éliminés dans I’environnement avec

les selles de I’héte (Figure 1).

CEuf émis dans ['environnement avec
les selles de I'Hd, ingéré par I'Hi

Hétes intermédiaires (Hi) : o hére libére

s définitifs (Hd) : — ncosphére libere par
. ¥ ) g I'cauf dans le tube digestif

Adulte dans le tube canidés, surtout renard de IHi

digestif de 'Hd

Homme = impasse parasitaire

Hi infecté par la forme métacestode, ingéré par I'Hd

Figure 1. Cycle d’Echinococcus multilocularis.

lllustrations : ¥** https://phil.cdc.gov/, Domaine publique, ! #22124, > #18949, * #335. * Wikimedia
Common, attribution CC BY 2.5, lien, extrait de [8].



https://phil.cdc.gov/
https://creativecommons.org/licenses/by/2.5/deed.en
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:E._multilocularis_life_cycle_stages.png

Les ceufs peuvent résister dans le milieu extérieur plusieurs semaines voire mois en cas de climat frais
et humide [9]. Ces ceufs sont ensuite ingérés par des petits rongeurs sauvages, appartenant
notamment aux genres Arvicola, Microtus et Myodes [10], éclosent dans I'intestin sous I'action des
sucs digestifs et libérent un oncosphére. L'oncospheére est un embryon hexacanthe contenu dans I'ceuf
des la ponte, dont les structures internes (crochets, cellules musculaires, nerveuses et sécrétoires)
permettent I'effraction active de la muqueuse digestive afin de gagner la circulation sanguine [11].
Aprés ingestion, il est donc immédiatement infestant pour son héte. L’'oncosphére parvient ensuite au
foie par le systeme porte, ou il est généralement stoppé en raison de la fonction de filtre de cet organe.
Il se transforme alors en forme larvaire, appelée métacestode, qui consiste en un ensemble
hétérogéne de microkystes parasitaires entrelacés de tissus conjonctifs de I'hote (Figure 2A).
L’infection par cette forme larvaire est appelée échinococcose alvéolaire (EA). Cette appellation tient
de I'aspect macroscopique du tissu atteint, les microkystes formant des « alvéoles » a la coupe (Figure

2B).

Figure 2. Morphologie des métacestodes d’Echinococcus multilocularis.

(A) Foie de gerbille (Meriones unguiculatus) atteinte d’EA, extrait de [12]. (B) Section de foie humain
infecté par E. multilocularis, Service de Parasitologie-Mycologie, CHU Rennes. (C) Coupes histologiques
d’un métacestode hépatique d’E. multilocularis fertile isolé chez un rat de coton (Sigmodon hispidus),
extrait de [12]. fv fluide vésiculeux, psc protoscolex, fleche couche striée, pointe de fleche couche
germinative. (D) Microscopie électronique a transmission de la paroi du métacestode, Université
Rennes 1. cg couche germinative, cs couche striée. L'interface entre les deux couches est composée
de microtriches issus de la couche germinative, inclues dans la couche striée polysaccharidique.



Le métacestode est constitué d’'une couche externe acellulaire composée quasi-exclusivement de
polysaccharides, dite stratifiée, et d’'une couche interne riche en cellules parasitaires (cellules
musculaires, cellules souches, cellules de réserve de glycogéne), dite couche germinale (Figures 2C et
2D) [4,13]. l'intérieur des microkystes est rempli d’un liquide appelé fluide vésiculeux. Les Iésions sont
dites fertiles chez les hotes intermédiaires naturels car elles contiennent des protoscolex dans le fluide
vésiculeux, formés a partir de la couche germinale. Par prédation, les rongeurs infectés sont ingérés
par des hotes définitifs. Les protoscolex ainsi ingérés se dévaginent dans le tube digestif pour devenir
des scolex qui s’attachent a la muqueuse digestive grace a leurs crochets. Rapidement le strobile se
forme, permettant d’atteindre la forme adulte en quelques semaines. L’humain est vis-a-vis d’E.
multilocularis une impasse parasitaire ainsi qu’un hoéte intermédiaire inadapté. En effet, les
métacestodes sont rarement fertiles et ne contiennent qu’exceptionnellement des protoscolex chez

'homme.

C. Epidémiologie
L’incidence de I'EA est estimée a environ 18 000 cas par an, dont la vaste majorité (91%) surviennent
en Chine (Figure 3) [14]. Cependant, I'infection se développant trés lentement, le nombre d’infections
en cours est bien plus élevé, le nombre d’années de vie en bonne santé perdues (ou DALY pour
Disability Adjusted Life Years) étant estimé a 666 000 par an [14]. Le parasite n’est distribué que dans
I’'hémisphére nord [15]. Cette répartition est imputée a un arrét de la transmission du parasite en
saison seche : les ceufs sont sensibles a la dessication, et les hotes intermédiaires infectés par E.

multilocularis ont une vie trop courte pour permettre la reprise du cycle par la suite [16].

I . multilocularis and E. granulosus sensu lato highly endemic & Za
- granulosus sensu lato highly endemic
[ E granulosus sensu lato endemic
[ E. multilocularis endemic
Non-endemic or not known

Figure 3. Distribution d’Echinococcus multilocularis et Echinococcus granulosus dans le monde.

Extrait de [17]. L’échinococcose alvéolaire a E. multilocularis, contrairement a I’échinococcose kystique
a E. granulosus qui est bien plus fréquente, est limitée a I’'hémisphere Nord.
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En Europe, le parasite s’étend depuis la Russie jusqu’a la France pour sa limite occidentale, et le nord
de I'ltalie pour sa limite méridionale [15]. La distribution du parasite en Europe de l'est reste
actuellement mal connue. En France, une trentaine de cas d’EA sont diagnostiqués et déclarés chaque
année au Centre National de Référence (CNR) des échinococcoses [18]. Le parasite est surtout présent
sur I'est du territoire, du département du Nord jusqu’aux Hautes Alpes, mais il est également retrouvé
dans une moindre mesure jusque dans le Cantal, le Loir-et-Cher, la Manche et I'est de I'llle-et-Vilaine

[19].

La contamination humaine a E. multilocularis survient par contact direct avec des renards (chasseurs,
taxidermistes, vétérinaires) ou de maniere indirecte, par ingestion d’ceufs du parasite présents sur les
mains en contact avec de la terre souillée ou sur des aliments souillés, en particulier les baies sauvages.
Si les différentes études épidémiologiques font inconstamment le lien entre la consommation de
végétaux sauvages, notamment les fruits des bois, et I'EA, elles permettent cependant de mettre en
évidence des facteurs de risque majeurs, tels que posséder un chien ou un chat, étre agriculteur, avoir

un potager, macher de I’herbe et manipuler des renards [20].

D. Présentation clinique
Lors d’une EA, le parasite prend la forme d’'une masse hépatique a croissance perpétuelle, pouvant
parfois envahir d’autres tissus, par contiguité ou par dissémination métastatique, comme par exemple
les poumons, le cerveau, la rate ou les os [21]. Exceptionnellement, certains patients peuvent
présenter une(des) lésion(s) extra-hépatiques isolées [22]. Les manifestations cliniques sont la
conséquence du syndrome tumoral di a la masse parasitaire, par exemple douleurs abdominales,
troubles digestifs, cholestase ou encore hépatomégalie lors des atteintes hépatiques [22]. Cette
présentation clinique proche d’un cancer, de méme que I'aspect scanographique parfois trés proche
de celui d’un processus néoplasique, peuvent conduire a une errance diagnostique durant parfois des
années apres la premiére image suspecte [22]. La croissance du parasite étant lente, I'incubation est
classiquement décrite comme longue (10-15 ans), mais la multiplication des examens médicaux au sein
de la population a conduit a augmenter la proportion d’infections asymptomatiques diagnostiquées
fortuitement [22,23]. En cas de réponse immunitaire efficace, E. multilocularis peut aussi former chez
son hote intermédiaire des formes calcifiées, dites « avortées », exemptes de cellules parasitaires

vivantes [4].

E. Démarche diagnostique

Le diagnostic de I'EA repose souvent sur une découverte fortuite par imagerie, qu’il s’agisse de
I’échographie abdominale, du scanner, ou de I'IRM [21]. Les images observées au cours des cas d’EA

sont trés variées. Elles prennent généralement la forme d’une masse solide hétérogene, dont les
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contours peuvent étre diffus ou partiellement bien délimités, et pouvant contenir en son sein des
zones de contenu liquidien et/ou des calcifications (Figures 4A et 4B) [24]. Les ensembles de
microkystes liquidiens « en grappes », particulierement évocateurs en IRM avec pondération T2
(faisant apparaitre les liquides en hypersignal), sont considérés comme pathognomoniques de I'EA
(Figures 4C et 4D) [25]. Les lésions avortées prennent un aspect hyperéchogéne/hyperdense, car
calcifiées [24]. L'association au PET scanner avec acquisition tardive a 3h apres injection est
recommandée, en particulier pour la recherche de Iésions secondaires au cours du bilan d’extension

[21,26].

Figure 4. Images typiques d’échinococcose alvéolaire hépatique en IRM.

Lésions hétérogénes, au contenu en hyposignal T1 (A, B, D) et aux contours parfois légérement
réhaussés (A). L'aspect des lésions est variable, elles peuvent notamment étre bien circonscrites (A)
ou plus diffuses (B). En (C) et (D), la méme image en pondération T2 et T1 respectivement. L’aspect en
(C) de microvésicules en grappes est pathognomonique d’une échinococcose alvéolaire. (A-D) Service
de Radiologie-Imagerie médicale, CHU Rennes.

Sil'imagerie permet d’orienter le diagnostic, celui-ci ne sera retenu qu’avec la mise en évidence directe
ou indirecte du parasite. |l peut s’agir de la visualisation du parasite, par examen anatomopathologique
d’une biopsie ou d’une piece opératoire, ou sa détection par biologie moléculaire [21]. Il peut
également s’agir d’un diagnostic indirect par mise en évidence d’anticorps IgG anti-Echinococcus. Les
techniques les plus couramment utilisées sont les ELISA EgHF (antigene de fluide vésiculeux d’E.
granulosus), non spécifique de I'espéce E. multilocularis, les ELISA Em2 (antigéne de métacestode d’E.

multilocularis) et recEm18 (antigéne recombinant de protoscolex d’E. multilocularis), ce dernier étant

considéré comme un marqueur de viabilité (mais dont la négativité n’est pas synonyme de lésion
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avortée). L'immuno-empreinte, technique la plus sensible, peut également étre employée [27]. Il est
également possible de détecter les IgG par hémagglutination indirecte (HAI) [28]. En France, il est
recommandé d’associer pour le dépistage une HAI utilisant un antigéne d’E. granulosus et un ELISA

utilisant un antigene d’E. multilocularis, et en confirmation une immuno-empreinte [29].

F. Prise en charge thérapeutique

La prise en charge des EA repose avant tout sur I'exérese chirurgicale radicale, seule méthode curative,
et l'association a un traitement systémique au long cours par benzimidazolé : albendazole ou
mébendazole [21]. L'imagerie étant insuffisamment sensible, des possibles tissus parasitaires résiduels
peuvent étre a l'origine de rechutes post-chirurgicales, ce qui justifie une administration longue de
benzimidazolé (pendant au moins 2 ans) et une surveillance biologique et clinique du patient afin de
détecter ces rechutes (pendant au moins 10 ans) [30]. De par I'analogie existante entre I'EA et les
processus néoplasiques, I'exérése chirurgicale suit les mémes principes que ceux appliqués en
oncologie, a savoir le respect d’'une marge d’au moins 2 cm autour du tissu parasitaire détectable [21].
En cas de lésion inopérable, la prise en charge est palliative et consiste en un traitement a vie par
benzimidazolé [21]. La progression et la rechute de I'EA étant favorisées sous traitement préventif du
rejet de greffe, la transplantation hépatique doit étre strictement limitée aux patients présentant une
insuffisance hépato-cellulaire sévere, ne pouvant pas étre pris en charge par hépatectomie partielle,

et n’ayant pas de lésion secondaire extra-hépatique connue [21,31].

Il. ~ Réponse immune lors d’une échinococcose alvéolaire

A. Modeles expérimentaux animaux
Afin de mieux appréhender les études réalisées par le passé, il convient de revenir brievement sur les
différents modeéles expérimentaux animaux existant pour I'étude de I'EA, leurs avantages et leurs
inconvénients. Comme I’ensemble de la recherche en biologie, la vaste majorité des études animales
portant sur I'EA sont réalisées sur des souris (Mus musculus). Cependant, il est important de noter la
forte variabilité inter- et intra-spécifique dans la sensibilité a I'EA : par exemple les souris C57BI/10
sont plus résistantes a I'infection que les souris AKR, DBA/2 et C57BI/6, elles-mémes plus résistantes
que les souris BALB/c [12,32—35]. Les raisons de cette différence de sensibilité sont détaillées dans la
section II.E. Outre I’'héte, différentes voies sont employées pour son infection (Tableau 1). Celle qui suit
au plus pres le cycle évolutif naturel du parasite est celui de I'infection primaire, par ingestion d’ceufs
par gavage [36—38]. Cette méthode présente l'intérét de mimer le mode de contamination de
I'Homme, d’intégrer 'ensemble des étapes précédant le développement hépatique du métacestode
et de pouvoir calibrer I'inoculum (nombre d’ceufs déterminé par microscopie). Cependant cette

méthode requiert I'obtention d’ceufs, qui s’effectue (i) en récupérant les adultes de E. multilocularis
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présents dans le tube digestif de renards sauvages infectés, eux-mémes obtenus auprés de chasseurs
durant la période de chasse [36], ou (ii) en isolant les ceufs a partir des selles d’un hote définitif infecté,
possiblement élevé en captivité [12]. De plus, E. multilocularis étant un agent pathogéne de groupe 3,
la manipulation de sa forme infestante, I'ceuf, nécessite de travailler dans des locaux et selon des
modalités remplissant les exigences réglementaires des laboratoires de Niveau de Sécurité Biologique

3 (NSB3) [39].

Tableau I. Modéles expérimentaux animaux, avantages et inconvénients.

Hd hote définitif, Hi hote intermédiaire.

Mode Stade Similarités avec Origine de Inoculum

Manipulation Exemple
d’administration parasitaire I'EA humaine?  l'inoculum  quantifiable

Gavage CEuf Mode de Hd Oui Modérée
contamination, Laboratoire [37]
localisation NSB3

Injection Métacestode Forme Hi Non Facile

intrapéritonéale? infectieuse

[41]

Injection Métacestode Forme Hi Non Difficile

hépatique® infectieuse, (chirurgie) [46]
localisation

Protoscolex Localisation Hi Oui Difficile
[47,49]
(chirurgie)

! ou sous-cutanée
2 intérét/inconvénient en fonction du projet de recherche
3 intra-portale, intra-hépatique ou sous-capsulaire

Une alternative plus accessible en termes de matériel biologique et de logistique est I'infection dite
secondaire, par inoculation d’un broyat de métacestode permettant la formation de nouvelles Iésions
parasitaires. L’injection s’effectue le plus souvent dans la cavité péritonéale [40-43] mais peut
également se faire par voie sous-cutanée [44]. Cette méthode, bien que ne mimant pas l'infection
naturelle, permet de se focaliser sur la réponse contre le métacestode, stade envahissant le foie chez
I'homme en évitant la phase d’invasion intestinale. Enfin, les dernieéres méthodes consistent a
développer une infection hépatique a I'aide d’un geste chirurgical, que ce soit par inoculation d’un

broyat de métacestode au niveau hépatique [45,46] ou I'injection de protoscolex (obtenus a partir de
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|ésions animales fertiles) dans la veine porte [47,48] ou au niveau de la capsule hépatique [49]. Ces
méthodes requiérent une formation spécifique, mais permettent de mimer l'infection hépatique tout
en s’affranchissant de I'obtention des ceufs et de la phase d’invasion intestinale. Comparé a I'injection
d’un broyat de métacestode, I'inoculation de protoscolex permet d’améliorer la répétabilité et
reproductibilité des expériences en calibrant I'inoculum (nombre de protoscolex), mais présente
I'inconvénient majeur de se baser sur une forme qui n’est, en pratique, presque jamais rencontrée
chez I’'Homme [50]. Les infections secondaires exigent d’avoir accés a des lésions parasitaires, qu’elles
soient isolées d’un héte intermédiaire sauvage, ou d’hdtes intermédiaires en captivité permettant

d’entretenir la souche par repiquages successifs [45].

B. Lors de l'invasion
La réaction immune de I'h6te lors de I'invasion, que nous définirons ici comme la phase pré-hépatique
du parasite, est la phase la moins bien décrite de I'EA. En 2021, I’équipe du Pr Ryo Nakao (Sapporo,
Hokkaido, Japon) a montré que I'invasion survient dans les premiéeres portions de I'intestin gréle, apres
éclosion des ceufs et activation des oncospheres par les fluides intestinaux [51]. L'invasion semble
rapide et transitoire puisque I’ADN du parasite est détectable dans le foie des 2 h post-infection (p.i.)
mais n’est plus détectable ni dans l'intestin gréle ni dans le colon 24 h p.i. L'ADN reste toutefois
détectable dans les selles, suggérant que de nombreux oncosphéres n’envahissent pas I'organisme et
sont éliminés avec les selles. Une différence significative du nombre de copies d’ADN parasitaire était
observée entre les deux fonds génétiques étudiés, DBA/2 et C57BI/6, a 4 h p.i. (intestin gréle et foie)
et 24 h p.i. (foie et selles). Entre autres facteurs, ceci pourrait s’expliquer par une différence dans la
réponse immune précoce, impactant la probabilité et I'intensité de I'infection. Cependant, cette

explication reste hypothétique et aucune donnée expérimentale ne sont venues I'étayer jusqu’alors.

Des travaux ont également montré que les rats Wistar, naturellement résistants, peuvent développer
une EA hépatique apres ingestion d’ceufs s’ils sont traités par corticothérapie systémique ou en cas
d’agranulocytose chimio-induite [52-54]. De fagon intéressante, les infections secondaires (par
administrations parentérales de métacestodes) sont effectives chez le rat Wistar, et les rats déficients
en lymphocytes T restent résistants a une infection par ingestion d’ceufs [54]. Ces éléments suggerent
que les acteurs de l'immunité innée, et en particulier les polynucléaires, sont cruciaux dans

I’élimination des oncosphéres durant leur migration.

Si une sécrétion importante d’IgA et d’IgG anti-E. multilocularis a été décrite dans les fluides intestinaux
de souris infectées par E. multilocularis [55], il n’existe actuellement aucune preuve scientifique que
ceux-ci reconnaissent les oncospheéres. Egalement, il convient de noter qu’il n’a jamais été rapporté

d’incidence ou de sévérité accrues de I'EA chez les patients déficients en IgA [23,56,57], alors méme
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que le déficit sélectif en IgA et le Déficit Immunitaire Commun Variable (DICV) sont les déficits
immunitaires congénitaux les plus fréquents dans la population [58]. Ces éléments suggérent que la

place de I'immunité humorale est négligeable dans I'EA.

Il est probable que d’autres populations cellulaires que celles évoquées ci-dessus soient impliquées,
par exemple les lymphocytes NK et les mastocytes, activés lors de I'invasion par les oncosphéeres d’E.

granulosus [59], mais aucune documentation supplémentaire n’est disponible pour E. multilocularis.

C. Phase précoce
La phase précoce, ou initiale, est caractérisée par I'établissement du parasite au niveau du foie, sa
croissance lente, et la formation de granulomes périparasitaires. Aucune donnée concernant cette
phase n’est disponible chez ’'Homme. En effet, la maladie est diagnostiquée tardivement, et quand
bien méme elle serait diagnostiquée plus t6t, il serait impossible de formellement dater I'infection. Les
données portant sur la phase précoce (1-2 mois p.i. chez la souris) sont donc uniquement issues de la

recherche fondamentale et en particulier de I'expérimentation animale.

Les granulomes périparasitaires formés durant cette phase sont composés de nombreux lymphocytes
et polynucléaires éosinophiles, accompagnés de macrophages (prenant parfois la forme de cellules
géantes multinucléées) et de tissu conjonctif [34]. Initialement, le métacestode est uniquement au
contact de macrophages et de polynucléaires éosinophiles de I’'h6te par un syncytium de cellules
indifférenciées [60]. Ces cellules dégénerent et forment au contact du parasite une fine couche de
cellules nécrotiques, elle-méme partiellement isolée des tissus sains par des fibroblastes produisant
une matrice extracellulaire fibreuse (Figure 5) [34,60]. Dans le méme temps, le parasite synthétise sa

couche stratifiée polysaccharidique, I'isolant de la nécrose et des cellules immunes [60,61].

Les lymphocytes recrutés dans le méme temps sont majoritairement des lymphocytes T CD4*, mais
sont également observés des lymphocytes B et T CD8*. Une étude animale basée sur l'infection
primaire de souris sauvages, athymiques (déficit en lymphocytes T CD4* et CD8*), MHC-I1 I-AP/- (déficit
en lymphocytes T CD4*), MCH-I B2-m™" (déficit en lymphocytes T CD8*), TCR-B7- (déficit en lymphocytes
T CD4* aB) et uMT (déficit en lymphocytes B), a mis en évidence que la formation de ces granulomes
était dépendante des lymphocytes T CD4* aff et qu’elle permettait, au moins partiellement, de limiter

le développement des lésions parasitaires [43].
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Figure 5. Coupes histologiques de lésions murines précoces, coloration a I’hématoxyline et éosine.

(A) Granulome composé de lymphocytes, de macrophages, de polynucléaires éosinophiles et d’une
cellule géante multinucléée, sans parasite visible. (B) et (C) Granulomes de composition similaire a (A),
avec du matériel parasitaire visible (couches striée et germinale) et des cellules nécrotiques au contact
du parasite, identifiables par leur noyau pycnotique. (D) Lésion plus avancée, comportant une discrete
plage de nécrose caséeuse au contact du métacestode, isolée de l'infiltrat cellulaire par du tissu
fibrotique. (A-D) Université Rennes 1.

Les macrophages semblent également impliqués dans le contréle de I'infection durant cette phase,
comme suggéré par une étude publiée en 2020 mettant en évidence un plus grand nombre de
métacestodes hépatiques, a 2, 4 et 6 semaines aprés infection (injection intra-portale de scolex), chez
des souris BALB/c déplétées en macrophages a I'aide de liposomes de clodronate [62]. Ce travail
mettait également en évidence I'accumulation légérement plus tardive des macrophages par rapport
aux lymphocytes et polynucléaires (absents a 2 j p.i. et présents a partir de 5 j p.i.), et la présence d’un
contingent au phénotype compatible avec celui de macrophages pro-inflammatoires « M1 » dérivés
de monocytes (CD11b"F4/80'™iNOS*) [62]. Toutefois, la quantification de I’expression de génes par RT-
gPCR ne mettait en évidence qu’une faible induction du marqueur « M1 » Nos2 accompagnée d’une
importante induction de genes « M2 » comme Ym1, Retnla, Fizz1 et Ccl22, suggérant que |'effet anti-
inflammatoire des cellules de Kipffer, macrophages résidents du foie, reste prédominant. De facon
intéressante, il a été montré que les souris déficientes en Nos2 (codant iNOS) présentaient des lésions
plus petites que des souris sauvages, ce qui signifie que non seulement les macrophages recrutés

depuis le compartiment sanguin ne parviennent pas a controler le développement parasitaire, mais
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qgue la production de NO pourrait méme le favoriser [63,64]. Les macrophages et I'étendue de leur
spectre de polarisation restent insuffisamment explorés dans la physiopathologie de I'EA et d’autres

travaux sont nécessaires afin de définir leur role dans le déroulement de l'infection.

La phase précoce est associée a une production de cytokines de I'immunité innée, telles que I'lL-12, le
TNF-a et I'IL-6, ainsi que de cytokines Thl comme IFN-y et IL-2 [35,46]. Ces médiateurs induisent une
réponse pro-inflammatoire, en particulier I'lL-12, le TNF-a et I'IFN-y modulent l'activité des
monocytes-macrophages en les orientant vers phénotype « activés classiquement » (M1) [65]. Ce
profil correspond a des macrophages produisant des grandes quantités de cytokines pro-
inflammatoires et dont les capacités antimicrobiennes et antitumorales sont accrues (production
d’especes réactives de I'oxygene et de NO). L'IL-12, I'IFN-y et I'lL-2 permettent l'initiation d'une
réponse adaptative et la différenciation (sous stimulation antigénique) des lymphocytes T CD4* naifs
en Thl, dont la principale caractéristique est la production d’IFN-y [66]. L'IL-6 est un médiateur produit
par les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) et connu pour ses effets pro-inflammatoires, étant
capable d’induire la différenciation des lymphocytes Th17 et de réprimer la transcription de FoxP3, le
facteur de transcription typique des lymphocytes anti-inflammatoires « Treg » [66]. L'implication de I'IL-
12 durant la phase précoce de I'EA est connue de longue date, notamment grace a I'aide d’'un modeéle
murin d’infection hépatique traité par IL-12 recombinant concomitamment a I'infection [67]. Parmi les
souris traitées par IL-12, 38% (6/16) ne présentaient aucun granulome hépatique a 10 semaines p.i.,
contre 0% (0/16) chez les non-traitées. Chez les souris traitées par IL-12 et présentant des lésions, la
morphologie des métacestodes montrait des signes de dégénération, conjointement a une réaction

immune périparasitaire plus intense.

D. Phase tardive
D’apres les observations faites chez la souris, la croissance parasitaire durant I'EA suit une courbe
biphasique : aprés une période de croissance ralentie, la taille des métacestodes augmente de fagon
exponentielle et des localisations secondaires métastatiques apparaissent a distance de la localisation
primaire [34,35]. Ce changement s’accompagne de modifications progressives de I’'environnement
immunitaire observées chez la souris durant une période « intermédiaire » s’étendant d’environ 2 a3
mois p.i. [46]. Durant cette période, tant au niveau local que systémique, I'expression des cytokines
Th1 initialement produites (IFN-y, IL-2, TNF-a) diminue, tandis que celle des cytokines Th2 (IL-4, IL-5)
et Treg (IL-10, TGF-B1), connues pour médier la tolérance immune, augmente [34,35,46,68-70]. Chez
I'Homme, les observations sont similaires avec, chez les patients avec une EA évolutive, une production
spontanée d’IL-10 et d’IL-4 par les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC), ainsi que d’IL-
5 suite a une stimulation par un antigene d’E. multilocularis [71-73]. Il a été observé, ex vivo chez

I"'Homme comme in vivo chez la souris, qu’a un stade plus avancé de la maladie cet état prend la forme
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d’une immunosuppression avec abolition de la réponse a divers stimuli [74]. Ainsi, aprés stimulation
par la concanavaline A, le LPS, différents extraits antigéniques de métacestode d’E. multilocularis
(extrait total, fluide vésiculeux, surnageant de culture) ou encore dans un modele de colite chimio-
induite, la réponse des cellules mononucléées des individus atteints d’EA était réduite par rapport a

celle de sujets sains [41,64,75-79].

Au niveau histologique, cette phase s’accompagne d’une importante nécrose dans le centre de la
|ésion parasitaire (Figure 6), ainsi que d’une fibrose hépatique sévére [80] et, chez la souris, d’une
désorganisation des organes lymphoides primaires [81]. Le métacestode induit également une
néoangiogénese périparasitaire, avec formation de néovaisseaux dans l'infiltrat lymphoide du
granulome a partir de la fin de la phase précoce [82,83]. Peu d’études ont porté sur le sujet, mais il
semble que le parasite tire bénéfice des néovaisseaux formés pour obtenir de I'oxygéne et des
nutriments, ce qui concorde avec |'observation que le traitement de souris infectées par de I'acide
anacardique, un composé extrait du fruit d’Anacardium occidentale et inhibant la voie de signalisation
du VEGF-A, réduit la taille des métacestodes [84]. Le mécanisme n’a pour l'instant pas été exploré,
mais I"hypothése la plus probable semble que I’hypoxie tissulaire périparasitaire, causée par la forte
activité cellulaire, la nécrose et la fibrose, sont responsables d’une induction du facteur HIF-1a, lui-

méme responsable de I'expression de divers génes, dont celui codant le VEGF-A [84—88].

Divers travaux ont également mis en évidence I'implication des lymphocytes Tz dans le déroulement
de cette phase. Les lymphocytes T, sont des lymphocytes T CD4* exprimant le facteur de transcription
FoxP3 et médiant la tolérance immune, en particulier par la production d’IL-10, de TGF-B1 et d’IL-35
[89]. Le role de ces cellules dans I'EA a initialement été mis en évidence par I'observation d’une activité
antiproliférative d’un contingent de lymphocytes T CD4*CD25*[90]. Par la suite, il a été observé que
I’expression de FoxP3 augmentait progressivement dans le foie de souris infectées, a partir de la fin de
la phase précoce, conjointement avec celle du TGF-B1 et d’IL-10, puis avec la proportion de
lymphocytes T CD4*FoxP3* circulants [91]. Enfin, d’autres travaux ont démontré que la déplétion en
lymphocytes Trg conduisait a un meilleur contréle du développement parasitaire, se traduisant par
des métacestodes plus petits et une meilleure réponse Th1/Th17 (IFN-y, IL-17A) en paralléle d’une

moindre production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 [92,93].
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Figure 6. Coupes histologiques de lésions humaines tardives, coloration a I’hématoxyline et éosine.

(A) Granulome typique des Iésions humaines, composées de tissu fibronécrotique au contact du
parasite, d’'un anneau de cellules épithélioides séparées des cellules lymphoides par du tissu fibreux.
(B) et (C) : avec la progression des lésions, le tissu fibronécrotique au contact du parasite s’étend pour
ensuite repousser ou faire disparaitre I'anneau de cellules épithélioides. (D) Au cceur des Iésions les
plus avancées, les tissus parasitaires sont dégénératifs, tandis que les tissus de I’'h6te se résument a
des plages de nécrose caséeuse comportant des foyers plus ou moins importants de calcifications
azurophiles. (A-D) Service de Parasitologie-Mycologie médicale, CHU Rennes.

Une étude animale, basée sur un modele d’infection péritonéale a démontré la responsabilité (au
moins partielle) de FGL2, un médiateur protéique sécrété par les lymphocytes Tr, dans leur activité
[94]. Cette étude démontrait, in vivo et in vitro, que FGL2 est un médiateur capable d’inhiber la réponse
Th1/Th17 et de favoriser la réponse Th2 au cours de I'EA. La concentration sérique d’IL-17A était
corrélée a celle de FGL-2, et de fagon intéressante, I'exposition de cellules spléniques a de I'lL-
17A recombinante stimulait la sécrétion de FGL-2, tandis que les splénocytes de souris infectées (4
mois p.i.) délétées en FGL-2 produisaient significativement plus d’IL-17A que les souris sauvages. Ce
phénomeéne s’apparente a un rétrocontrdle négatif de I'lL-17A, dont des concentrations trop élevées,
en réponse a un phénomeéne inflammatoire intense, conduiraient a la sécrétion de FGL-2 qui régulerait
cette production d’IL-17A. Ce mécanisme pourrait expliquer la variabilité de la corrélation entre les
deux cytokines selon les modeles [95-97]. Certaines observations s’expliqueraient alors par

I'insuffisance ou le débordement du systeme de rétrocontrole, en fonction du processus pathologique.
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Figure 7. Schéma explicatif du mécanisme d’action hypothétique de FGL2.

Le métacestode induit la libération d’IL-1p, IL-17A, IFN-y et TNF-a, dont les deux premiers sont connus
pour favoriser I'expression de FGL2 par les lymphocytes Treg. FGL2, par liaison aux récepteurs FcyRIlb
et FcyRIll réprime la maturation des cellules dendritiques, la costimulation des lymphocytes T
effecteurs, résultant en une diminution de la réponse Th1/Th17 et une augmentation de la réponse
Th2. Extrait de [94].

L'implication de 'immunité Th17 reste mal connue dans I'EA. Les cytokines Th17 sont au nombre de 6,
de I'lL-17Aa I'lL-17F [98]. L'IL-17A et I'lIL-17F, les acteurs les plus étudiés de la réponse Th17, modulent
le comportement des tissus « barriéres » de I'organisme (épiderme, muqueuses) en favorisant la
production de peptides antimicrobiens et de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y)
ainsi que la production et le recrutement de cellules myéloides, via I'expression de G-CSF, GM-CSF et
CXCLS par les cellules épithéliales et de I'immunité innée [99-101]. Ces cytokines agissent sur le méme
récepteur (hétérodimere IL-17RA/IL-17RC) et sont actuellement considérées comme induisant les
mémes voies de signalisation (transcription des facteurs C/EBPB, AP-1 et NF-kB), avec une plus grande
efficacité de I'lL-17A [98]. Durant I'EA hépatique murine, I'IL-17A a surtout été détectée au niveau
sérique et hépatique a partir de la transition de la phase précoce vers la phase tardive
[68,91,93,93,102]. Chez 'Homme, seules deux publications contradictoires rapportent des données
sériques pour I'lL-17A et I'lL-17F. L'une décrit des concentrations plus élevées chez les patients atteints
d’EA comparés a des contréles sains [103], tandis que I'autre décrit des concentrations d’IL-17A
similaires entre les groupes, et des concentrations d’IL-17F plus élevées chez les contréles sains [104].
Bien gu’il soit actuellement impossible de définir formellement le role des IL-17A et IL-17F dans I'EA,

ces cytokines sont hypothétiquement considérées comme protectrices en raison de leur activité pro-
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myéloide et pro-réponse Thl. Des observations chez I’'Homme pourraient étre en accord avec cette
hypothese : la survenue d’EA a progression inhabituellement rapide chez des enfants atteints de
Syndrome Hyper IgE (HIES) [105—107]. Les patients atteints de ce syndrome, le plus souvent dii a une
mutation perte-de-fonction de STAT3, présentent un déficit de I'immunité Th1l7 qui les rend
vulnérables aux infections bactériennes et fongiques [108,109]. La survenue d’EA a progression rapide
chez ces patients a I'immunité Th17 déficiente suggere donc fortement un réle protecteur de cette

réponse dans I'EA humaine.

Il a été rapporté, chez les patients atteints d’EA, une altération de I'activité cytotoxique des
lymphocytes NK [110] ainsi que de leur sécrétion de granzyme B, de perforine, d'IFN-y et de TNF-q,
conjointement a la sous-expression du récepteur activateur NKG2D, et la surexpression du récepteur
inhibiteur KIR2DL1 [111,112]. Ce défaut de production de cytokines est également observé chez la
souris infectée par E. multilocularis, alors associé a une surexpression des récepteurs inhibiteurs TIGIT
ou NKG2A [113,114]. La déplétion de cellules NK chez des souris atteintes d’EA conduit a des Iésions
parasitaires plus grandes et moins de fibrose périparasitaire [114]. Ces éléments attestent du role
protecteur au cours de I'EA des cellules NK, et de I'altération de leur capacité de réponse au cours de

I'infection.

Enfin, la phase tardive de I'EA est également associée a la surexpression d’immune checkpoints, tels
que PD-1 (cellules NK, T CD4" et Treg) et PD-L1 (cellules présentatrices d’antigénes) [115,116]. Ces
marqueurs de surface, médiateurs de I'’échappement immunitaire, sont principalement connus en tant
gue nouvelles cibles thérapeutiques dans la prise en charge de divers cancers [117]. Le blocage de
I'interaction PD-1/PD-L1 dans I'EA semble prévenir I'échappement immunitaire et permet par
conséquent de réduire la taille des métacestodes, de diminuer la réponse Tz et d’'améliorer la réponse

Th1[118,119].

E. Sensibilité et résistance a l'infection
Dans I'EA, il existe une forte variabilité interindividuelle. En effet, a partir de données sérologiques
issues d’Europe centrale, il a été estimé que 80% des individus infectés éliminent completement le
parasite, pres de 20% des individus infectés le neutralisent précocement dans son développement,
conduisant a la formation d’une lésion calcifiée non-viable dite « avortée », et seulement moins de 1%
des individus infectés développent une forme évolutive de la maladie, c’est-a-dire I'EA [120]. Comme
évoqué précédemment, cette forte variabilité a bien été décrite chez les rongeurs, et la comparaison
de souris de fonds génétiques sensibles, comme les C57BI/6 et les BALB/c, a des souris de fonds
génétiques plus résistants, comme les C57BI/10 et les A/J, a permis de mettre en évidence chez ces

dernieres un meilleure réponse médiée par I'IFN-y et I'IL-2, ainsi qu’une hypersensibilité a médiation
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cellulaire (de type IV ou retardée) plus importante [32,35]. D’autres observations ont mis en évidence
le role protecteur de I'immunité Thl et de I'hypersensibilité de type IV : la stimulation non spécifique
de l'immunité cellulaire (vaccination BCG, phytohémagglutinine) permet une protection partielle
contre 'EA [121,122]. De méme, I'administration d’IL-12 recombinante au moment d’une inoculation
intra-hépatique de métacestode permettait sa neutralisation précoce, aboutissant a la formation de
|ésions similaires aux lésions humaines avortées [67]. A linverse, des souris infectées par E.
multilocularis déficientes en TNF-a et LT-a, ou traitées par ciclosporine, présentaient des lésions plus
importantes et une hypersensibilité de type IV réduite, comme observé chez les souris déficientes en
T CD4* af [40,43,123]. Le développement d’une fibrose périparasitaire , médié par I’"hypersensibilité
de type IV, permet de freiner le développement du parasite [47,82]. Toutefois il est également
responsable de la dysfonction hépatique associée aux EA avancées (cholestase chronique, cirrhose

parasitaire, syndrome de Budd-Chiari) [124].

Il est connu que les individus ayant une altération de I'immunité cellulaire acquise (principalement par
des traitements immunosuppresseurs) peuvent présenter une forme d’EA a progression rapide et a
fort risque de dissémination métastatique [31,125-129]. L’ensemble des cas d’EA chez les patients
immunodéprimés a fait 'objet d’'une revue de la littérature disponible en annexe de ce manuscrit
(article en cours de révision pour le journal Clinical Microbiology and Infection). Quelques études de
cohortes humaines ont permis de comparer les profils de cytokines et chimiokines entre les patients
ayant une lésion évolutive et ceux ayant une lésion stable [28,71,72,130,131]. Comme chez la souris,
il est constaté chez les individus résistants une plus faible expression d’IL-5 et d’IL-10 et une plus forte
expression de TNF-a [71,72]. L'IFN-y, pourtant considéré comme protecteur en raison de son role dans
I’hypersensibilité de type IV, était également surexprimé chez les individus sensibles [71]. Cette
observation fait écho a I'accélération de la croissance parasitaire observée lors de I'administration de
fortes doses d’IFN-y a des souris infectées [132]. Ces éléments mettent en évidence l'inefficacité de
I'IFN-y une fois le parasite établi, et méme son rdle défavorable, probablement par réduction de la

fibrose périparasitaire [132].

La grande majorité des chimiokines étudiées sont indifféremment exprimées entre individus sensibles
et individus résistants [130], a I'exception du CXCL12, CCL26 (Eotaxine-3), CCL17 (TARC) et CCL2 (MCP-
1), dont la production induite par I'exposition de PBMC a un extrait antigénique d’E. multilocularis
semble plus importante chez les patients atteints d’EA active que chez les patients dont I'EA est stable
[28,131]. La littérature indique que ces chimiokines sont impliquées dans des processus probablement
favorables au développement de I'EA: CXCR4, le récepteur de CXCL12, est impliqué dans le
recrutement de divers leucocytes mais est également dans la néoangiogénése du microenvironnement

tumoral [133]; CCR3, le récepteur de CCL26, médie le recrutement des polynucléaires
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éosinophiles [134] ; CCR4, le récepteur de CCL17, médie le recrutement de lymphocytes Th2 et
Treg [135]; CCR2, le récepteur de CCL2, est impliqué dans le recrutement de divers types cellulaires,
dont les monocytes-macrophages et en particulier les Macrophages Associés a la Tumeur (TAM),
connus pour leurs propriétés tolérogéniques [136]. Parmi ces récepteurs aux chimiokines, seul CCR2 a
été étudié dans I'EA, confirmant son implication dans le recrutement de macrophages dérivés de

monocytes circulants [62].

L'ensemble de ces données permet de dégager deux grands groupes d’acteurs dans la
physiopathologie de I'EA : I'immunité Th1/Th17 associée a I'hypersensibilité de type IV (impliquant
lymphocytes T CD4* et macrophages) améliore le contrdle de I'infection, tandis que I'immunité Th2 et
Treg favorise son développement. Toutefois, une fois la phase tardive atteinte, aucun facteur
immunologique permettant la neutralisation du parasite n’a été mis en évidence jusqu’alors. Ceci
suggére que l'immunothérapie seule ne peut pas permettre la guérison des patients, mais qu’une
potentielle synergie avec une chimiothérapie antiparasitaire conventionnelle soit possible. La figure 8
est une représentation schématique résumant les différentes phases de I'immunité au cours de I'EA et

de I'efficacité de la réponse de I’hote.
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Figure 8. Schéma récapitulatif de la réponse immune au cours de I’échinococcose alvéolaire.

Aprés la contamination, les ceufs libérent un oncosphére qui traverse la muqueuse intestinale et gagne
la circulation sanguine pour étre stoppé au niveau du foie. Il s’y transforme en métacestode et induit
une réaction immunologique de type IV avec formation d’un granulome périparasitaire impliquant des
polynucléaires éosinophiles (PNE), des lymphocytes T CD4* (LT) Th1/Th17 et des macrophages pro-
inflammatoires M1 (Md M1). Les individus résistants éliminent le parasite a cette étape. Chez les
individus sensibles, une composante Th2 et T.; s’ajoute a la réaction initiale, avec polarisation de
macrophages en M2 tolérogenes. En phase tardive de la maladie, la réponse Th2/T..; prédomine. Le
parasite est entouré de nécrose, de fibrose et de néovaisseaux. Il croit alors de fagon exponentielle et
peut former des localisations secondaires a distance de I'atteinte initiale. La figure a été partiellement
générée a l'aide de Servier Medical Art, fourni par Servier, sous licence Creative Commons Attribution
3.0 unported.

F. Immunomodulation par Echinococcus multilocularis
Comme tout helminthe parasite de I'Homme, E. multilocularis exprime des constituants capables de
modifier la réponse immunitaire de son hote (Tableau Il). La plupart des études ont porté sur les effets
du fluide vésiculeux, contenu dans les métacestodes, ou les produits excrétés/sécrétés (E/S). Les effets
observés sur les cellules immunes sont variés, mais sont majoritairement favorables au parasite : la
réponse cytokinique Th1 est diminuée, et la réponse Th2 augmentée [76,115,137—-139], I’expression
de molécules de costimulation (CD80 et CD86 par les cellules dendritiques, CD40 par les macrophages)
est réprimée [137,140], la formation de lymphocytes T et leur activité est favorisée [141] et

I’expression des immune checkpoints est également induite par le parasite [115].
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Tableau Il. Résumé des propriétés immunomodulatrices directement imputables a Echinococcus

multilocularis
Stade parasitaire Préparation Cible Effet Référence
Métacestode Fluide vésiculeux NK A PD-1, PD-L1, TIM-3, LAG-3 [115]
N CTLA-4
T CD4* A PD-L1, CTLA-4
PBMC A PD-L1, CTLA-4, IFN-y, TNF-
a, IL-4, IL-13
Métacestode Fluide vésiculeux NK \ CD69 [138]
PBMC A IL-17A (J3) et TGF-B1 (J6)
Métacestode Fluide vésiculeux MoDC N\ CD80 ou CD86 [137]
Fluide vésiculeux + LPS PBMC A TGF-B1
Métacestode Produits E/S et fluide  Chimiokine Dégradation de |'éotaxine [142]
vésiculeux
Métacestode Produits E/S, EmMACT T CD4* Conversion en Treg et A IL-10  [141]
(TGF-B1-dépendant)
Métacestode Produits E/S ou PBMC N [L-12 et TNF-o [76]
vésicules entieres
Métacestode Glycosphingolipides PBMC N prolifération et IL-2 [143]
Métacestode Non applicable Macrophages N CD80, CD86, CD40 [140]
(parasite entier) péritonéaux \ activation des LT
Métacestode Extrait total Polynucléaires A 1L-4, IL-13, histamine [139]
basophiles
Culture primaire EmTIP (protéine) T CD4* A IFN-y [144]
axénique
Protoscolex Non applicable Macrophages 21 CD206 [145]
(parasite entier) \I phagocytose
Non précisé Non précisé Macrophages A Arginase-1, IL-10 [146]

N |L-12, iNOS

LT lymphocytes T, MoDC cellules dendritiques dérivées de monocytes, PBMC cellules mononucléées

du sang périphérique, produits E/S : produits excrétés/sécrétés
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lll.  L'alarmine IL-33

A. Structure et sources
La premiéere observation de I'lL-33 date de 2003, dans les noyaux des cellules endothéliales des HEV
(High endothelial venules), des vaisseaux spécialisés dans I'accés des lymphocytes aux organes
lymphoides [147-149]. La protéine native est composée de 270 acides aminés, et possede une
structure en 3 domaines, I'un en N-terminal permettant sa liaison a la chromatine, le second,
intermédiaire, comportant divers sites de clivage protéolytique, et le dernier en C-terminal étant un
domaine conservé IL-1-like (Figure 9), permettant de classer cette cytokine dans la famille de I'lL-1
[150]. L'IL-33 est une alarmine (ou DAMP pour Damage Associated Molecular Pattern), contenue dans
le noyau, libérée dans le milieu extracellulaire suite a la nécroptose [151] puis clivée en différentes
formes plus actives sous I'action de protéases issues des neutrophiles (cathepsine G, élastase), des
mastocytes (chymase, tryptase), voire des allergénes eux-mémes [152-154]. La localisation
intranucléaire de I'lL-33 a pour seul effet de contréler la libération de cette cytokine dans le milieu
extracellulaire [155]. L'IL-33 n’est donc pas un facteur de transcription, seule sa forme extracellulaire
étant capable de modifier I'expression génique des cellules cibles, c’est-a-dire exprimant le récepteur
ST2 [155,156]. Si certains auteurs ont suggéré qu’un épissage alternatif de I’ARNm codant I'IL-33
pourrait aboutir a la synthése d’'une forme tronquée, a localisation cytoplasmique et a sécrétion active
[157,158], ces observations sont débattues et il n’est pas communément admis que I'lL-33 puisse avoir
ni une localisation autre que nucléaire ni une libération autre que celle médiée par la nécrose [159].
Par ailleurs, il a été démontré qu’une altération de sa localisation nucléaire par délétion du domaine
N-terminal conduisait a la génération de souris non viables, dont le décés était d( a un syndrome

inflammatoire systémique intense [151,160].

Chromatin-binding motif (CBM) Cleavage site for caspases-3/7

M,sXL;7R,5S,0G50XX x5

DGVD, ;4G
1 65 112 270
Nuclear ‘Protease IL-1-like cytokine
domain sensor’ domain domain

TVECFQdAFQSGI QBS9QGIOOVQIOZKI03Y1DATIDSRIOSAIOTLIOSHDIIOSS

Cleavage sites for allergen and inflammatory proteases

Figure 9. Structure de I'IL-33.

L'IL-33 est composée de 3 domaines, I'un permettant sa localisation nucléaire, le domaine
intermédiaire clivé par les protéases afin d’augmenter son activité, et le domaine conservé IL-1,
responsable de son activité. Extrait de [159].
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L'expression d’IL-33 a été détectée dans de nombreux types cellulaires, dont en particulier les cellules
endothéliales (de fagon constitutive chez 'Homme, inductible chez la souris [161]), les épithéliums
(cutané, pulmonaire, digestif, vaginal [161]), des cellules stromales, en particulier les fibroblastes
[150], et de facon plus anecdotique les oligodendrocytes [162,163]. Il n’est pas rare que certains
auteurs rapportent d’autres sources cellulaires (macrophages, cellules dendritiques, mastocytes,
lymphocytes Treg [164—167]), toutefois, ces populations sont des sources négligeables d’IL-33, voire

méme contestables [159].

L'IL-33 est une cytokine considérée comme orientant I'immunité vers un profil Th2, sans étre
nécessaire a sa mise en place [168]. Son administration a la souris par voie intra-péritonéale induit
chez celle-ci une splénomégalie, une hyperéosinophilie et une élévation des taux d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-
13 tissulaires et sériques [169]. En pratique, cette cytokine étant libérée localement suite a une
agression tissulaire, son action est fortement dépendante du contexte biologique, selon sa(ses)
source(s) cellulaire(s) et les cellules ciblées. En effet, I’effet de I'lL-33 varie grandement en fonction de
la cellule activée et cette cytokine peut étre a 'origine de processus anti-inflammatoires comme pro-

inflammatoires et pro-angiogéniques (Figure 10) [150,156,170].
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Figure 10. Multiples cibles de I'IL-33.

L’IL-33 est libérée de son compartiment nucléaire suite a une lésion tissulaire. De nombreux
leucocytes ont été décrits comme cibles de I'lL-33, bien que les principaux soient ceux en lien avec
I'immunité Th2. Modifié a partir de [171]
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B. Le récepteur ST2
L’IL-33 se lie de facon spécifique a son récepteur ST2, également appelé IL-1RL1. La liaison de I'lL-33 a
ST2 permet sa stabilisation et le recrutement d’IL-1RAcP membranaire, dont I'association des motifs
TIR cytoplasmiques a ceux de ST2 médie le recrutement de MyD88, puis d’'IRAK, IRAK4 et TRAF6,
aboutissant a la transcription de NF-kB ainsi que les MAP kinases JNK, p38 et Erk1/2 (Figure 11) [169].
ST2 est exprimé de facon constitutive par des leucocytes résidents tissulaires comme les mastocytes,
les ILC2 (group 2 innate lymphoid cells) et les lymphocytes Treg, qui sont les principales cibles de I'IL-33
[150]. Toutefois de nombreuses autres populations cellulaires peuvent exprimer ST2, qu’elles soient
immunes (par exemple polynucléaires basophiles et éosinophiles, lymphocytes Th2, cellules
dendritiques, macrophages [172-175]) ou non-immunes (par exemple cellules endothéliales,
fibroblastes, astrocytes [150]). Ce récepteur existe sous une forme membranaire, ST2L, et sous une
forme libre sécrétée, sST2, qui neutralise I'lL-33 extracellulaire (Figure 11) [176—-178]. La forme
sécrétée, codée par le méme gene que la forme membranaire [179,180], est produite par divers types
cellulaires, en particulier les cellules épithéliales bronchiques et pulmonaires ainsi que les

cardiomyocytes [181].

. \
Necrosis/Cell damage |
Inflammatory stimuli . I
Microbial pathogens @
Traumaor injury IL-33 @@

Mechanical stress sST2

Toxins . ,,decoy receptor”
% IL- 33
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Danger signal
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Figure 11. Représentation de sST2 et de la voie de signalisation de I'axe IL-33/ST2L.

Afin d’activer sa voie de signalisation, le récepteur de I'lL-33, ST2L, recrute I'lL-1RAcP. Le ST2 existe
sous une forme soluble sécrétée, ayant la fonction de récepteur neutralisant I'lL-33 extracellulaire.
Extrait de [182].
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C. Principales populations cibles

1. Les lymphocytes Th2
Les lymphocytes T CD4* Th2 ont été parmi les premieres cellules décrites comme exprimant le
récepteur ST2 [183,184]. Ces lymphocytes sont issus de l'interaction du TCR de T CD4* naifs avec un
antigene porté par le CMH-Il d’une cellule présentatrice d’antigene, en présence d’IL-4. La
différenciation en lymphocyte Th2 se traduit par I’expression du facteur de transcription GATA3 et en
conséquence par la production des cytokines caractéristiques de la réponse Th2 : IL-4, IL-5 et IL-13
[185—-187]. Ces cellules peuvent étre obtenues in vitro par coculture de lymphocytes T CD4* avec des
cellules présentatrices d’antigénes, possiblement activées par un allergéne d’acarien, en présence d’IL-

4[188,189].

Leur exposition in vitro a I'lL-33 renforce la production d’IL-5 et d’IL-13 par rapport a des cellules non
stimulées. Si I'expression d’IL-4 n’est pas directement induite par I'exposition des lymphocytes Th2 a
I'IL-33, I'administration d’IL-33 a la souris conduit cependant a I'accumulation de lymphocytes Th2 IL-
4*[169,190]. Cet effet est donc vraisemblablement indirect, en raison de I'activité de I'lL-33 sur les
autres populations cellulaires. Par exemple, I'lL-33 a été décrite pour induire la production d’IL-9 par
les lymphocytes et polynucléaires basophiles [190,191]. Or I'IL-9 est une cytokine médiant la réponse

Th2, particulierement exprimée en situation d’allergie [192].

Il a récemment été démontré que parmi les lymphocytes Th2, les principales cibles sont les Th2
mémoires ST2* (Trm pour Resident Memory T cells). A I'opposé des lymphocytes Th2 effecteurs, ceux-
ci ont une forte expression membranaire de ST2 et leur exposition a I'lL-33 stimule une production
importante d’IL-5 et, dans une moindre mesure d’IL-13, indépendamment d’une interaction antigéne-
TCR [193,194]. Les lymphocytes Th2 mémoires exposés a I'IL-33 produisent également de
I"amphiréguline, médiateur capable d’interagir avec I'EGFR exprimé par les polynucléaires
éosinophiles, recrutés lors des processus immunitaires Th2, et d’induire la sécrétion d’ostéopontine

par ces cellules, contribuant significativement a la fibrogénese [174].

2. Les lymphocytes Treg
Les lymphocytes Treg, coOmme décrit précédemment, sont des lymphocytes T CD4*FoxP3* possédant
des propriétés anti-inflammatoires et médiant la tolérance immune. Deux sous-types sont distingués :
les thymic Treg (tTreg), issus de la différenciation thymique et sélectionnés pour leur TCR de haute affinité
pour le soi, et les peripheral Treg (PTreg), g€nérés hors du thymus lors d’une réponse inflammatoire
persistante [195,196]. Un nombre croissant d’études documente une multiplicité des profils de pTreg,
exprimant des facteurs de transcription usuellement rencontré chez des Th différenciés (par exemple

T-bet pour les Thl, GATA3 pour les Th2, RORyt pour les Th17) et dont la réponse anti-inflammatoire
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differe selon le facteur exprimé [196,197]. Il a ainsi été démontré que les Treg FOXP3*T-bet* modulent
préférentiellement la réponse Th1 [198], que les FoxP3*STAT3* modulent la réponse Th17 [199], et que
les FoxP3*RORyt" modulent la réponse Th2 intestinale [200,201]. Les mécanismes exacts en jeu ne sont
pas déterminés a I'heure actuelle, mais cette activité spécialisée pourrait reposer sur I'expression de
récepteurs aux chimiokines, amenant ces sous-populations de lymphocytes T.; a migrer

spécifiquement sur certains sites d’inflammation [196,197,202,203].

De nombreuses études ont porté sur le role de I'lL-33 dans I'activité des lymphocytes Treg, selon des
méthodes et dans des contextes tres variables [166,204-216]. L’ensemble de ces études s’accordent
sur la capacité qu’a I'lL-33 a augmenter I'activité immunosuppressive des lymphocytes Treg ST2*, mais
ne mettent pas en évidence d’effet direct de I'lL-33 sur leur production d’IL-10 et de TGF-B1
[166,204,206,209,210,212,213]. De nombreux travaux établissent une corrélation positive entre I'axe
IL-33/ST2 et la proportion de lymphocytes T CD4*FoxP3* [206-211,213,214,216], mais cette
observation semble inconstante [166,204,215]. Enfin, certaines études font état d’une capacité de I'lL-
33 aspécialiser la réponse des lymphocytes Trg contre la réponse Th17, en agissant sur les lymphocytes
Th17 ou sur la production d’IL-17A par les T CD4*y6* [208,212]. Les lymphocytes Tz ont également un
role dans la réparation tissulaire, notamment médié par I'lL-33, TCR-indépendante et sans lien avec
leur fonction immunosuppressive. Chez les T.g ST2%, I'exposition a I'lL-33 conduit a la sécrétion
d’amphiréguline, permettant de réduire les lésions tissulaires dans un modele murin d’infection par le

virus de la grippe [217].

3. Les cellules lymphoides innées
Les cellules lymphoides innées, dénommées ILCs pour Innate lymphoid cells, constituent des
équivalents des lymphocytes T CD4* et T CD8" n’adaptant par leur reconnaissance antigénique par
recombinaison génétique [218]. Les ILCs sont a distinguer des cellules T « préprogrammées » comme
les iNKT (invariant Natural Killer T cells), MAIT (Mucosa Associated Invariant T cells), les lymphocytes
Tyd et les Trv, dont I'activation au sein des tissus mime celles des cellules de I'immunité innée, a la
différence que celles-ci ont été préalablement sélectionnées sur la base de la reconnaissance
antigénique par leur TCR. Trois groupes d’ILCs sont nommés par analogie avec les lymphocytes T
CD4" helper : les ILC1s expriment le facteur de transcription T-bet et produisent de I'lFN-y, les ILC2s
expriment les facteurs de transcription GATA3 et RORa et produisent des cytokines Th2, et les ILC3s
expriment le facteur de transcription RORyt et produisent de I'lL-17 et/ou de I'IL-22. Les lymphocytes
Natural Killers (NK) et les LTi (Lymphoid Tissue-inducer cells) font également partie des ILCs (Tableau

1) [218].
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Tableau lll. Caractéristiques des différentes cellules lymphoides innées.

A partir de [219].

Facteur de
Groupe Signal Médiateurs libérés Fonction
transcription

IFN-y, TNF-a, perforine, Immunité : virus, bactéries,
NK T-bet, EOMES IL-12, IL-18
granzyme cellules tumorales

Immunité : virus,
ILC1 T-bet IL-12, IL-18 IFN-y, TNF-a
pathogéenes intracellulaires
Immunité : helminthes,
IL-25, IL-33, IL-4, IL-5, IL-13, IL-9,
ILC2 GATA3, RORa réparation tissulaire,
TSLP amphiréguline
homéostasie
Immunité : bactéries
ILC3 RORyt IL-1B, IL-23 IL-17A, 1L-22 extracellulaires, tolérance
au microbiote

LTi RORyt IL-1B, IL-23 IL-17A, IL-22 Organogénese

L’IL-33 agit sur les ILC2s, dont la vaste majorité exprime le récepteur ST2, et induit la sécrétion d’IL-4,
IL-5, IL-13, IL-9 et d’amphiréguline, généralement en réponse a un helminthe ou dans I'allergie [150].
Les ILC2s, sous l'action de I'lL-33, modulent I'activité de autres populations cellulaires : elles sont
capables de favoriser la fibrose hépatique par I’activation des cellules stellaires [220], de polariser les
macrophages en AAM (Alternatively Activated Macrophages, ou « M2 »), de réguler I'activité des
cellules NK via CD73 (déphosphorylation de I’ATP) [221] et de favoriser I'expansion des lymphocytes
Treg [216]. Dans les organes (poumons, foie, rate, cerveau, pancréas, utérus), les ILC2s sont regroupées
au sein d’espaces adventitiels périvasculaires, des espaces formant une gaine de liquide interstitiel et
de collagéne, contenant des cellules dendritiques, des lymphocytes T..; et des cellules stromales
[222,223]. Elles y sont au contact de cellules stromales productrices d’IL-33, dont elles stimulent
I’expansion en cas d’inflammation Th2, et qui, a leur tour, potentialisent I'activité des ILC2s [222]. Les
ILC2s sont également regroupées au niveau de la lamina propria des muqueuses, et du mésothélium
des séreuses [222]. La distribution spatiale des cellules ILC2s semble étre une variable importante de
leur activité, en lien avec I'acces a I'oxygene. En effet, il a été démontré que I'hypoxie, par I'induction
de facteur HIF-1a, conduit a la répression de I'expression de GATA3 et de ST2, et par conséquent a la
perte de réponse a I'lL-33 [224,225]. L'ensemble de ces éléments suggerent donc une implication des
ILC2s dans la tolérance immune médiée par I'lL-33, a la condition d’une vascularisation suffisante des

tissus. Enfin, I'IL-33 semble pouvoir stimuler la production d’IFN-y par les cellules NK aprés induction
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de I'expression de ST2 (sous un stimulus inflammatoire, par exemple I'inhalation de fumée de cigarette

[226]), ces cellules n’exprimant que faiblement ce récepteur a leur état basal [150,188].

4, Les mastocytes
Les mastocytes ont été parmi les premiéres cellules décrites comme étant activées par la liaison de
I'IL-33 au récepteur ST2 [169]. Ces cellules résidant dans les tissus, rares chez l'individu sain,
augmentent en nombre chez les individus souffrant d’allergie chronique [227]. Elles médient chez ces
derniers ainsi que ceux souffrant de mastocytose des effets délétéres (cutanés, respiratoires,
cardiovasculaires, digestifs) dus a la sécrétion de tryptase, d’histamine et a I'orientation de I'immunité
vers un profil Th2 [228]. Les mastocytes peuvent étre activés par la fixation d’IgE sur le récepteur FceRl
(hypersensibilité de type 1), voie historiguement décrite, mais également par les complexes immuns et
leur fixation au FcyRI, par I'activation du complément (C3a, C5a), par les TLR ou par des agents
pharmacologiques (substance P, MRGPRX2) [227]. De nombreuses études s’accordent sur la capacité
de I'lL-33 a provoquer la sécrétion d’IL-6 et d’'IL-13 par les mastocytes, et ceci de maniére indépendante
du récepteur FceRI [208,229-233]. Bien que moins prépondérantes, d’autres cytokines sont sécrétées
par les mastocytes activés par I'lL-33, notamment TNF-a, MCP-1, CCL2, IL-1PB et IL-18 [230,231,234].
L'interaction entre IL-33 et mastocytes est décrite comme modulant le micro-environnement
immunitaire, par exemple en polarisant les macrophages vers un profil M2 tolérogene [231,232]. Il a
également été observé que I'lL-33 favorise la différenciation des lymphocytes Tre; FOXP3*RORyt?,
connus pour moduler la réponse Th2 intestinale [200,201,208,233]. Egalement, il a été rapporté une
induction de I'expression d’ICAM-1 par les mastocytes sous l'effet de I'IL-33, permettant une

hypothétique activation des cellules dendritiques en phase initiale de I'inflammation [235].

5. Les monocytes-macrophages
Les monocytes-macrophages font partie des cellules pour lesquelles ST2 n’est pas exprimé a I'état
basal, mais peut étre induit par un contexte inflammatoire [159]. Si I'lL-33 ne permet pas par elle-
méme de polariser les macrophages en un phénotype M2, de nombreux travaux ont documenté sa
capacité a favoriser la polarisation M2 via les autres populations immunes (en particulier les
mastocytes, Trm et ILC2s précédemment décrits), ou en potentialisant I'effet de I'lL-13 [236—-241]. Les
macrophages obtenus expriment alors un phénotype comportant des marqueurs classiques des
macrophages M2, tels que l'arginase-1, YM-1, CD206 ou encore |'expression d’IL-10, mais ils sont
également impliqués dans la prolifération des fibroblastes, la production de matrice extracellulaire, et
d’une facon plus générale la fibrogénese [236,238]. Il a été montré dans un modele animal de Iésions
pulmonaires dues au naphtaléne, que I'expression de ST2 était transitoire durant le processus de

polarisation du macrophage, mais qu’elle permettait de modifier ses fonctions cellulaires, plus
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précisément en renforcant ses capacités de remodelage tissulaire et sa production de certaines

cytokines comme I'IL-6, I'IL-1B et le TNF-a [242].

6. Les polynucléaires
Les polynucléaires basophiles présentent de nombreuses analogies avec les mastocytes : ils expriment
le FceRlI, récepteur aux IgE, qui, lorsqu’ils sont activés, induisent la libération des médiateurs préformés
comme [|'histamine, et la production de cytokines Th2 comme I'lL-4 et I'lL-6 [243]. L’analogie est
également valable pour I'expression de ST2, a la différence qu’elle est constitutivement faible chez les
polynucléaires basophiles et augmentée en présence d’'IL-3 [188,244]. En se liant a son récepteur, I'IL-
33 induit chez ces cellules une sécrétion d’IL-4, d’IL-13 et de CXCL8 [244-247]. Egalement, I'IL-33
augmente I'adhérence des polynucléaires basophiles a la fibronectine, a ICAM-1 et VCAM-1, augmente
leur capacité de migration vers I'éotaxine (présente a leur état basal via I'expression de CCR3), et

favorise la dégranulation sous exposition a des IgE [247].

L’'IL-33 est étroitement liée aux polynucléaires éosinophiles, comme en atteste I'hyperéosinophilie
observée en cas d’administration d’IL-33 a la souris [169], ou, chez 'Homme, la survenue d’une
oesophagite a éosinophiles en cas de duplication du gene codant I'lL-33 [248]. Les polynucléaires
éosinophiles du sang périphérique, a leur état basal, n’expriment pas le récepteur ST2, toutefois, son
expression peut étre observée apres induction in vitro par du GM-CSF ou chez les polynucléaires
éosinophiles tissulaires [249,250]. La stimulation des polynucléaires éosinophiles ST2* par I'lL-33
résulte principalement en une sécrétion de cytokines, chimiokines et médiateurs lipidiques, dont
notamment IL-4, IL-6, IL-13, CCL1, CCL7 et LTC4 [250-255]. Malgré des modeles expérimentaux et des
stimuli utilisés variables, la caractéristique la plus fréquemment observée aprés stimulation par I'lL-33

semble étre la sécrétion d’IL-13, possiblement associée a celle d’'IL-4 en contexte inflammatoire

[249,250,253,255].
D. Implications dans des processus pathologiques
1. Cancers

De par sa capacité a induire un environnement tolérogéne (immunité Th2, activation des Treg,
polarisation des macrophages en M2), I'lL-33 a été décrite dans de nombreuses études comme ayant
un effet pro-tumorigénique, et ceci dans divers cancers solides (sein, colon, estomac, foie, poumons,
pancréas..) et hémopathies malignes (syndromes myéloprolifératifs et lymphoprolifératifs)
[206,232,256-261]. Dans la plupart de ces situations, I'lL-33 est responsable d’une répression de la
réponse Th1/Th17 (IL-17A, IFN-y) et d’une activité réduite des lymphocytes cytotoxiques NK et T CD8*,
favorisant le développement tumoral [256]. Si cette activité peut étre médiée par les lymphocytes Treg

(notamment en stimulant la production d’amphiréguline [206,260,261]) et les ILC2 [259,262], I'une des
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principales caractéristiques de I'IL-33 mise en évidence dans les processus tumoraux est le
recrutement de macrophages associés aux tumeurs ou TAM, dont le phénotype évoque celui des
macrophages M2 (expression de CD206, CD163, arginase-1), au profil tolérogeéne et pro-angiogénique,
contribuant ainsi a la mise en place du micro-environnement tumoral [232,258,263-265]. Diverses
études ont été réalisées chez la souris afin d’évaluer I'efficacité d’anticorps anti-IL-33 ou anti-ST2 dans
le traitement de cancers, dont les résultats semblent prometteurs [266]. Toutefois, I'lL-33 a
ponctuellement été décrite comme ayant des effets antitumoraux (colon, poumons, glandes salivaires)
[256,267], suggérant qu’une telle stratégie thérapeutique pourrait étre adaptée selon les mutations

acquises au sein de la tumeur [256,266].

2. Allergies
Les allergies sont un vaste ensemble d’entités cliniques dont la physiopathologie est basée sur une
hypersensibilité du systeme immunitaire a un antigéne généralement exogéne, ou plus rarement
endogene [268]. Elles incluent notamment |'atopie, une prédisposition a la sensibilisation contre de
multiples antigénes usuellement non immunogénes, prenant la forme clinique d’asthme, de rhinite et
conjonctivite allergiques, et de dermatite atopique. Les allergies sont le plus souvent associées a la
synthése d’IgE dirigées contre le ou les antigénes responsables, favorisées par la réponse Th2 (IL-4, IL-
5, IL-13) et les polynucléaires éosinophiles. Les manifestations aigués (vasodilatation, cedeme,
bronchoconstriction) sont dues a I'interaction des IgE avec le récepteur FceRI présent a la surface des
mastocytes, polynucléaires basophiles et polynucléaires éosinophiles, entrainant leur dégranulation et
la synthese de médiateurs lipidiques (leucotriénes et prostaglandines), de cytokines et de chimiokines
[269]. L'IL-33, en favorisant I'immunité Th2, la production d’IL-4, IL-5, IL-13 et le recrutement de
polynucléaires éosinophiles, est étroitement liée aux mécanismes allergiques [270,271]. Ainsi, des
polymorphismes des génes codant IL-33 et ST2 ont été associés a la survenue d’asthme et de dermatite
atopique chez 'Homme [272]. Egalement, dans un modeéle expérimental d’asthme induit par la
sensibilisation a I'ovalbumine chez la souris, la délétion du gene codant I'lL-33 conduit a un moindre
recrutement de cellules immunitaires au niveau des voies respiratoires, dont les polynucléaires
éosinophiles et neutrophiles, acteurs majeurs dans la physiopathologie de I'asthme [273]. L'IL-33 est
un puissant potentialisateur, voire inducteur, des réponses des polynucléaires basophiles, des
mastocytes et des ILC2, qui semblent étre les principales populations ciblées par cette cytokine dans
ce contexte [272,274-276]. L'IL-33 agit également sur les cellules stromales et épithéliales, notamment
en favorisant le remodelage tissulaire et en entretenant un environnement inflammatoire [277]. Des
essais cliniques ont évalué I'astegolimab, un anticorps monoclonal anti-ST2, dans le traitement de la
dermatite atopique et de I'asthme, et I'itepekimab, un anti-IL-33, dans le traitement de I'asthme. Si

|"astegolimab n’a montré que peu voire pas d’effet par rapport au placebo, I'itepekimab présentait une
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efficacité ainsi qu’une tolérance similaire a une autre spécialité sur le marché, le dupilumab, un anti-

IL-4 [278-280].

3. Maladies inflammatoires et auto-immunes
Ces maladies regroupent les maladies inflammatoires chroniques (maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin (MICI), spondylarthrite ankylosante, sarcoidose...), et les maladies auto-
immunes, caractérisées par une perte de tolérance au soi (polyarthrite rhumatoide, lupus
érythémateux systémique...). De nombreuses études ont porté sur la relation entre IL-33 et maladies
inflammatoires et auto-immunes, concluant parfois a un réle délétere, parfois un rble protecteur,
selon la pathologie étudiée et le modele expérimental [281,282]. Ces observations diverses peuvent
s’expliquer par la multiplicité des roles de I'lL-33, a la fois anti-inflammatoire, pro-inflammatoire Th2,
voire parfois pro-inflammatoire Thl [150,281]. Il est toutefois intéressant de noter que certains
polymorphismes de ST2 ou d’IL-33 sont associés a la survenue de pathologies inflammatoires et auto-
immunes thyroidiennes et rhumatologiques [283,284], suggérant une implication de I'axe IL-33/ST2

dans ces pathologies. D’autres travaux sont a réaliser afin de mieux déterminer celle-ci.

4. Maladies infectieuses
Si I'lL-33 a été décrite comme impliquée dans quelques infections bactériennes et virales dans
lesquelles elle possede généralement une activité bénéfique pour I'hGte (excepté les virus des
hépatites B et C pour lesquels elle favorise la fibrose hépatique) [285], c’est pour son réle dans
I'immunité contre les helminthes qu’elle a principalement été décrite. L'IL-33 est depuis longtemps
connue pour favoriser I'élimination des nématodes intraluminaux chez la souris, phénoméne
initialement décrit avec Trichuris muris, puis Nippostrongylus brasiliensis et Strongyloides
venezuelensis [286—288]. Le mécanisme est multiple, car il repose sur les ILC2s et leur capacité a activer
les mastocytes par I'IL-9 et a polariser les macrophages vers un profil « M2 » [289,290], mais également
sur les cellules entérochromaffines, qui liberent de la sérotonine et augmentent la motilité intestinale
afin de favoriser I'expulsion du parasite [291]. Ces modeles expérimentaux de nématodoses
intestinales ont permis de faire des avancées majeures dans la compréhension des mécanismes
d’'immunomodulation des helminthes. Il a notamment été mis en évidence que Heligmosomoides
polygyrus, un nématode intestinal de rongeur, est capable de sécréter le Hp-TGM, un homologue du
TGF-B1 favorisant l'activité des lymphocytes Trg [292], mais également HpARI, une protéine
permettant de réduire I'activité de I'lL-33 en I'empéchant de se détacher de la chromatine ou de se
lier a son récepteur [293]. Al'opposé, il a été mis en évidence que I'infection par ce nématode entraine
la fixation de radicaux N-acétylglucosamine, notamment sur STAT6, ce qui est a 'avantage de I'hote :

la modification de ce facteur de transcription entraine I'expression de la gasdermine C qui permet la
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sécrétion d’IL-33, mécanisme nouvellement décrit de libération de cette cytokine dans le milieu

extracellulaire [294-296].

L’IL-33 n’a pas toujours été décrite comme protectrice contre les helminthes (Figure 12). En particulier,
cette cytokine semble avoir des effets déléteres sur I’hote en cas d’helminthose intratissulaire : elle
favorise I'accumulation de polynucléaires éosinophiles dans le systeme nerveux central lors d’une
infection a Angiostrongylus cantonensis [297,298], elle induit une réponse Th2 inefficace et délétere
durant la toxocarose viscérale (disséminée) a Toxocara canis [299], et de nombreuses études
rapportent son implication dans la fibrose du granulome hépatique au cours de la bilharziose a

Schistosoma mansoni ou Schistosoma japonicum [252,300-304].
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Figure 12. Les roles multiples de I'lL-33 au cours des maladies infectieuses.

En raison de son principal effet inducteur de la réponse Th2, I'lL-33 permet généralement la réparation
tissulaire et I’élimination des helminthes intraluminaux. Cette cytokine a donc généralement un réle
protecteur, excepté face a certains germes intracellulaires et des parasites tissulaires, pour lesquels
elle va favoriser le développement d’une réponse inefficace. D’aprés [285]. La figure a été
partiellement générée a l'aide de Servier Medical Art, fourni par Servier, sous licence Creative
Commons Attribution 3.0 unported

de I'échinococcose alvéolaire: état des

IV. Chimiothérapie

connaissances

A. Méthodes d’évaluation des composés antiparasitaires

1. Approches in vitro
Avant d’évoquer les différentes molécules étudiées pour le traitement de I'EA, il convient de décrire

les méthodes expérimentales disponibles pour évaluer I'efficacité de molécules candidates. Les
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premieres méthodes in vitro d’évaluation de composés antiparasitaires contre E. multilocularis
reposaient sur I'obtention de protoscolex a partir de Iésions animales fertiles [305], ou sur la culture
de métacestodes in vitro, aboutissant a I'obtention de vésicules parasitaires [306]. Les formes
parasitaires obtenues étaient exposées aux composés et I'activité de ceux-ci était appréciée sur la
morphologie des éléments, la diminution du nombre de vésicules, ou la survie des éléments, évaluée
a I'aide d’un colorant vital (bleu de méthylene, éosine) [307,308] ou l'inoculation a I'animal [309].
Excepté I'inoculation a I’'animal, ces méthodes refletent mal I'activité parasiticide des principes actifs
car elles ne permettent pas d’évaluer I'activité sur les cellules germinatives, a I'origine des rechutes.
De plus, elles reposent sur une évaluation visuelle qualitative (morphologie) ou semi-quantitative
(proportion d’éléments parasitaires prenant une coloration) subjective.

Afin de pallier ces défauts, un test quantitatif d’évaluation de I'efficacité in vitro a été mis au point en
2010 par I’équipe du Pr Andrew Hemphill de la Vetsuiss Faculty a Bern (Suisse) : le test de I'activité de
la phosphoglucose isomérase (PGl). Ce test repose sur la détection indirecte de I’activité enzymatique
de I'EmPGI, une enzyme produite par le métacestode d’E. multilocularis, contenue dans le fluide
vésiculeux et la couche germinale [310]. Cette enzyme, restreinte a l'intérieur de la vésicule en
situation normale, est relarguée dans le milieu extérieur a la suite d’'une lésion mécanique ou d'une
exposition a un composé antiparasitaire actif [311]. Le test consiste a quantifier I'’enzyme dans le
surnageant de culture de métacestodes exposés a un composé testé. La détection se fait par mesure
spectrophotométrique de I'absorbance a 340 nm, de fagon continue pendant 30 min, reflétant la
génération de NADH,H* aprés ajout de glucose-6-phosphate déshydrogénase, de NAD et de fructose-
6-phosphate (Figure 13). La cinétique de génération du NADH,H* est proportionnelle a la quantité
d’EmPGI. Le résultat est obtenu en rapportant la quantité d’'EmPGI dans le surnageant a la quantité
d’EmPGI dans la totalité du puits (aprés broyage des vésicules), puis est exprimé en pourcentage
d’activité par rapport au témoin positif, le Triton X-100, qui lyse les métacestodes. Ce test permet
notamment de définir la concentration efficace 50 (CE50) d’'un composé, et, étant miniaturisable en
plaques de culture 24, 48 ou 96 puits, permet d’effectuer des tests de criblage ou de relation structure-
activité [312]. Il s’agit de la méthode in vitro a détection objective la plus utilisée dans la littérature

(Tableau V).
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Figure 13. Schéma explicatif du test de la phosphoglucose isomérase.

(A) Ce test repose sur la détection d’'une enzyme contenue a l'intérieur du parasite, I'EmPGI, et
relarguée dans le milieu extérieur suite a une exposition a un composé antiparasitaire actif. (B) La
détection s’effectue par dosage enzymatique, a I'aide d’un mix réactionnel contenant du nicotinamide
adénine dinucléotide (NAD), de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) et du fructose-6-
phosphate ajouté extemporanément. En présence de PGlI, le fructose-6-phosphate est converti en
glucose-6-phosphate, qui est converti en 6-phosphogluconol-acétone par la G6PD, avec réduction
simultanée du NAD en NADH,H", détecté par spectrophotométrie grace a son absorption a 340 nm.
Un test similaire, basé sur la détection d’'une phosphatase alcaline relarguée par les métacestodes d’E.
multilocularis (EmAP) [313], est utilisée par certains auteurs [314—317]. Dans ce test, le surnageant de
culture des métacestodes est ajouté a un tampon contenant un substrat de la phosphatase alcaline, la
pNPP (paranitrophénylphosphate). En cas d’'EmAP relargué par le parasite, ce qui témoigne d’une
activité antiparasitaire du composé testé, la pNPP est transformée en paranitrophénol coloré. La
réaction est quantifiée par mesure de I'absorbance a 405 nm aprés 30 min d’incubation a 37°C. Le
résultat est directement exprimé par I'absorbance a 405 nm. Si ce test est une alternative simple au
test du PGl, celui-ci présente I'inconvénient majeur de quantifier le produit formé en point final, ce qui
n’est pas directement proportionnel a la quantité d’enzyme. Egalement, le résultat obtenu n’est pas

normalisé par la quantité d’enzyme totale dans le puit, ni par rapport a une référence, ce qui apporte

une source de variabilité supplémentaire et rend difficilement réalisable la comparaison inter-essai.

Le test a la résazurine (test d’Alamar) a aussi été employé, a partir de métacestodes [318] ou de culture
primaires de cellules germinatives [319]. Ce test est basé sur la réduction de la résazurine en résofurine
par les mitochondries des cellules vivantes. La détection peut étre effectuée par spectrophotométrie,
les deux composés ayant un spectre d’absorption différent, ou par fluorimétrie, la résofurine
fluoresgant a 590 nm pour une longueur d’onde d’excitation a 530-560 nm. Cette technique est peu
sensible lorsqu’elle est réalisée sur des broyats de métacestodes, car elle ne refléte pas I'activité sur
les cellules souches de la couche germinale mais sur I’'ensemble des types cellulaires présents. Quant
au test d’Alamar sur culture primaire de cellules germinatives, il reflete mal la réalité biologique, ces

cellules étant isolées du milieu extérieur par la couche stratifiée acellulaire [320]. En remplacement du
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test d’Alamar, la viabilité des cultures de cellule germinatives a parfois été évaluée par la biais d’'une

quantification de [I'ATP chimiluminescence (technologie CellTiter-Glo™, Promega)

[318,337,347,348].

par

Deux publications ont également évalué la viabilité de métacestodes exposés a un composé par une
RT-gPCR ciblant le gene Em14-3-3 d’E. multilocularis, en normalisant son expression par celle du géne
codant l'actine parasitaire [321,322]. L'expression de gene reflétant la viabilité du parasite, une
répression de I'expression d’Em14-3-3 par un composé antiparasitaire est assimilée a une efficacité de

ce composé.

Tableau IV. Comparaison des méthodes d’évaluation in vitro de I'activité anti-E. multilocularis.

Méthode

d’évaluation

Stade employé

Technique de

mesure

Normalisation

du résultat

Références

Morphologie,

Métacestode, [307-309,323—-
tests Vision humaine Non applicable

protoscolex 337]
d’exclusion

[312,318,331,338—-
Test du PGI Métacestode Spectrophotométrie Oui
344]

Activité

Métacestode Spectrophotométrie Non [314-317,345]
de I'EmAP

Métacestode ou

culture primaire de  Spectrophotométrie
Test d’Alamar Non [318,333,346]

cellules ou fluorimétrie

germinatives

Culture primaire de
Quantification

cellules Chimiluminescence  Non [318,337,347,348]
de I'ATP

germinatives
RT-gPCR

Métacestode gPCR Oui [321,322]
Em14-3-3

2. Approches in vivo

L'activité des composés contre E. multilocularis peut étre évaluée in vivo, ce qui permet de prendre en
compte les parametres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques inhérents a I'organisme entier

et la voie d’administration du médicament. L'infection peut étre secondaire, par inoculation de
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métacestode ou de protoscolex, se faisant alors généralement par voie intrapéritonéale [349] ou plus
rarement par voie sous-cutanée [343] ou intra-hépatique [350], ou primaire, par ingestion d’ceufs
[349]. L'efficacité est alors généralement mesurée sur le poids des Iésions, ou parfois sur leur volume.
L'infection humaine étant trés majoritairement hépatique, les meilleurs modéles sont ceux conduisant
a la formation d’une lésion hépatique chez I’'animal utilisé, car les plus proches d’un point de vue
pharmacocinétique. Toutefois, ces modeles étant contraignants (nécessité d’obtenir des ceufs ou d’un
geste chirurgical, cf. Tableau I), les composés sont fréquemment évalués dans une situation d’infection

secondaire péritonéale ou sous-cutanée

B. Antiparasitaires conventionnels

Comme décrit précédemment, la pris en charge actuelle de I'EA repose sur |'exérese chirurgicale de la
|ésion, actuellement seule méthode curative, associée a une chimioprophylaxie pré- et post-
chirurgicale par un benzimidazolé, préférentiellement I'albendazole, ou a défaut le mébendazole [21].
L'activité des benzimidazolés sur Echinococcus multilocularis a été largement décrite , que ce soit a
I"aide de modeéles expérimentaux in vitro (étude de I'impact sur la morphologie et le pouvoir infectieux
de métacestodes ou de protoscolex d’E. multilocularis) [309,323,324], in vivo [351,352] ou de cas
humains [353,354]. L'usage de benzimidazolés a permis de réduire l'infectiosité des formes
parasitaires exposées a ces composés in vitro, et de stopper ou de ralentir la progression de I'EA lors
de l'administration a des organismes infectés [338,351,352], permettant chez 'Homme une
amélioration considérable de la survie (I'espérance de vie des EA sévéres traitées est de plus de 10 ans,
contre moins de 2 ans pour les non traitées) [353,354]. Toutefois, ces molécules ne sont que
parasitostatiques et non parasiticides : si le parasite n’a pas été éliminé chirurgicalement, 'arrét du
traitement conduit a une reprise de la croissance parasitaire [352,353]. De plus, les benzimidazolés
présentent un mauvais profil pharmacocinétique, en particulier une absorption mauvaise et/ou
variable, voire une métabolisation rapide, prévenant |'utilisation de la plupart d’entre elles en
médecine humaine [352,354,355]. Les benzimidazolés agissent par inhibition de la polymérisation des
microtubules, en se liant a la tubuline [356]. Leur sélectivité pour les microtubules parasitaires est
étroitement liée a la composition en acides aminés de la tubuline, en particulier le résidu 200 qui, chez
les helminthes sensibles, est une phénylalanine, et pour lequel une mutation faux-sens conduisant au
remplacement par une tyrosine (résidu généralement codé chez les mammiféres) confére une
résistance [357]. Il est intéressant de noter que la tubuline la plus exprimée par E. multilocularis, et en
particulier par les cellules germinatives de la forme métacestode, est Tub-2, dont le résidu 200 est une

tyrosine, ce qui pourrait expliquer I'incapacité des benzimidazolés a éliminer le parasite [358—-361].

L'activité de I'albendazole a également été démontrée comme étant liée au statut immunitaire de

I’héte. En effet, il a été rapporté, chez 'Homme, que le traitement par albendazole conduit a un plus
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fort recrutement cellulaire périparasitaire (lymphocytes T CD4* et B, plasmocytes, macrophages) ainsi
gu’une diminution de I'expression de FGL-2, médiateur sécrété par les lymphocytes Treg [362]. De plus,
il a été décrit chez la souris athymique que I'albendazole n’avait pas d’effet antiparasitaire [363],
suggérant que cet effet repose au moins en partie sur un systéme immunitaire fonctionnel. A 'opposé,
le traitement par albendazole réduit I'inflammation hépatique chez la souris, évaluée par la
concentration tissulaire en IL-1B, IL-6, TNF-a et IFN-y [364], et chez I'Homme, les patients
immunodéprimés souffrant d’EA sont décrits comme répondant plus rapidement au traitement, avec
une régression rapide de la taille des lésions [56]. Ces observations sont a mettre en relation avec la
complexité de la réponse immune dans I'EA, dont une suppression totale conduit a I'absence de
contrble de la croissance parasitaire, mais dont, a contrario, une réponse Th1/Th2 excessive telle
gu’observée en phase tardive conduit a la formation de la fibrose périparasitaire, limitant I'accés des

principes actifs au parasite.

Il est a noter que si les benzimidazolés sont généralement bien tolérés, la durée des traitements chez
les patients atteints d’EA (2 ans post-chirurgie, a vie pour les formes inopérables) augmente le risque
de survenue d’effets indésirables : des troubles digestifs, une alopécie, et surtout une hépatotoxicité
prenant généralement la forme d’une hépatite cytolytique immuno-induite, a risque de récidive a la
réintroduction du traitement et pouvant le contre-indiquer [365]. De plus, I'albendazole est tératogéne
en prises répétées durant le premier trimestre de grossesse [366,367], nécessitant des mesures de
contraception efficaces lors du traitement. Ceci complexifie la prise en charge des désirs de grossesse
chez les femmes atteintes d’EA, I'arrét du traitement étant a risque de reprise de la croissance
parasitaire. Ceci est d’autant plus risqué que I'état hormonal de la femme enceinte est suspectée de

favoriser le développement du métacestode [368,369].

C. Traitement de sauvetage : amphotéricine B

En cas de contre-indication aux benzimidazolés, le seul traitement actuellement considéré comme
envisageable est 'amphotéricine B par voie IV, déoxycholate ou liposomale, sans que son utilisation
soit formellement recommandée [21]. Ceci repose sur l'‘observation in vitro d’une activité
parasitostatique de I'amphotéricine B qui permet la diminution du nombre de vésicules en culture, qui
réapparaissent a l'arrét du traitement [325]. Chez des patients contre-indiqués pour les
benzimidazolés, I'amphotéricine B a permis une réduction de I'activité métabolique mesurée au PET
scanner et une stabilisation de la taille des lésions [107]. La formulation employée semble avoir son
importance, I'amphotéricine B sous forme de dispersion colloidale étant inefficace dans un modele
d’infection intrapéritonéale chez la souris [370]. De méme, une interaction a lieu avec I'albendazole,
I"administration simultanée de ces traitements ayant une activité réduite in vitro [371]. L'intérét de ce

traitement est limité en thérapeutique humaine, car s’il peut permettre une stabilisation de la maladie
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chez certains patients, une progression des lésions peut étre observée chez d’autres (2/6 patients
traités par amphotéricine B liposomale de 2008 a 2021 dans une série de cas pris en charge a I’hépital

universitaire d’Ulm, Allemagne) [106,372].

D. Autres molécules évaluées

Parmi les molécules candidates pour le développement de nouvelles chimiothérapies contre E.
multilocularis, la méfloguine se distingue des autres par le nombre de résultats encourageants publiés
[312,339,340,373]. Cette molécule, est déja bien caractérisée chez 'Homme en tant que
chimioprophylaxie antipalustre. Elle présente une forte activité parasiticide in vitro contre E.
multilocularis, avec une CE50 de 30 uM au test du PGl [339,340]. Cependant, la méfloquine s’est
révélée peu efficace par voie orale a 25 mg/kg 2 fois par semaine, mais un dosage a 100 mg/kg ou par
voie intrapéritonéale réduit la taille des parasites de facon similaire a I'albendazole voie orale
[312,339,373]. Toutefois, 12 semaines de traitement par voie orale étaient insuffisantes pour détruire
le parasite, les lésions recueillies étant capables de réinfecter d’autres souris par sub-inoculation
intrapéritonéale [373]. Si le mécanisme d’action de la méfloquine sur E. multilocularis n’est pas encore
déterminé, il semble étre lié au métabolisme du fer. En effet, il a été montrée que la méfloquine se lie
a la ferritine et la cystatine du parasite [373]. En paralléle, des études de relation structure-activité ont
démontré la nécessité d’un radical aminé et d’un radical -CFs pour que des dérivés de la méfloquine

soient actifs [312].

Depuis la description de sa forte activité in vitro contre E. multilocularis en 2003, la nitazoxanide est
longtemps apparue comme une alternative envisageable pour le traitement de I'échinococcose
alvéolaire. Comme la méfloquine, celle-ci est déja utilisée en médecine humaine et montre une
efficacité in vitro contre les métacestodes d’E. multilocularis avec une CE50 a 1,4 uM
[311,314,335,338]. Toutefois, I'évaluation de la nitazoxanide in vivo chez la souris a montré une
efficacité moins importante (poids moyen des Iésions 2,5 g) que I'albendazole (poids moyen des Iésions
1,8 g) dans un modele d’infection secondaire péritonéale (poids moyen des lésions de souris non
traitées 4,3 g) [349]. Son efficacité a également été évaluée dans un modele d’infection primaire
hépatique, dans lequel il a été montré un plus faible nombre de Iésions dans le groupe traité par la
nitazoxanide (2,2 lésions/souris en moyenne) par rapport au groupe sans traitement (5 lésions/souris
en moyenne), sans que la taille ni le poids des lésions ne soit évoqué [349]. La nitazoxanide a été
utilisée dans le traitement de patients présentant une contre-indication pour les benzimidazolés et a
montré une activité négligeable. En effet, le traitement par nitazoxanide a permis la stabilisation de
I’EA chez un seul des 7 patients décrits dans la littérature, les 6 autres étant en échec de traitement ou
ayant dd linterrompre prématurément en raison des effets indésirables [106,372,374]. Ces

observations tournent la page quant a sa possible utilisation en clinique, du moins en I'état [106,375].
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De nombreux autres composés ont été testés contre E. multilocularis, avec des méthodes tres variables

et des résultats peu comparables. Ceux-ci sont résumés dans le Tableau V. La plupart de ces composés

peuvent étre classés parmi les agents anti-infectieux, les antinéoplasiques ou les composés extraits de

plantes.

Tableau V. Autres composés évalués contre les formes larvaires d’Echinococcus multilocularis.

La concentration efficace a 50% (CEso) est donnée pour les tests in vitro lorsque précisé dans I'étude, a

défaut est donnée la concentration utilisée ou celle a partir de laquelle un effet est observé. L'effet par

rapport a I'albendazole est précisé pour les études in vivo.

Tests d’évaluation in

Modele

Molécule d’évaluation Conclusion Référence
vitro
in vivo
Anti-infectieux
DB1127 (dérivé Actif in vitro (CEsp=6,1
Secondaire
dicationique de PGI UM) et in vivo par voie IP  [340,341]
péritonéal
pentamidine) (=ABZ) mais pas per os
Secondaire Actif in vitro (CEso=2,9
Buparvaquone PGI et résazurine [346]
péritonéal M) mais pas in vivo
Primaire Actif in vitro (50 uM) et in
Atovaquone Viabilité de PSC [328,329]
hépatique vivo (<ABZ)
PGl et résazurine, Secondaire Actif in vitro (CEs=1,2
MMV665807 [318]
viabilité de CPCG péritonéal M) mais pas in vivo
Viabilité de
Clarithromycine Non réalisé Actif in vitro (13 uM) [336]
métacestodes
Actif in vitro (40 uM) et in
Artésunate et Secondaire
EmAP vivo seulement en [345]
dihydroartémisinine péritonéal
synergie avec I’ABZ
Itraconazole Actif in vitro (1 mM)
Artéméther, caspofungine, Wiklbilies ez N Ee e [335]
miltefosine, rifampicine, Sl Gesoees Inactifs in vitro
cotrimoxazole
Viabilité de Nelfinavir actif in vitro
Inhibiteurs de protéase du Secondaire
métacestodes et de (CEs0=29 uM) et in vivo [330]

VIH

PSC

péritonéal

(=ABZ)
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Antinéoplasiques

Nilotinib, everolimus

Imatinib

Afatinib, U0126

Bl 2536

Vincristine, navelbine,

méthotrexate

Docetaxel, paclitaxel,
doxorubicine, vorinostat,

navelbine

Bortézomib

Inhibiteurs de PIM kinases :

SGI-1776, CX-6258

2-methoxyestradiol

2-désoxy-D-glucose

3-bromopyruvate

Lonidamine

PGl

Morphologie de
métacestodes,
viabilité de CPCG et
de PSC
Morphologie de
métacestodes,
viabilité de PSC
Viabilité de CPCG

Viabilité de
métacestodes

(inoculation)
Viabilité de
métacestodes
(inoculation)

PGI

Morphologie de
métacestodes,
viabilité de CPCG
Exposition de
métacestodes et RT-

gPCR Em14-3-3

EmAP

EmAP

EmAP

Secondaire

sous-cutané

Non réalisé

Secondaire

péritonéal

Non réalisé

Non réalisé

Non réalisé

Secondaire

péritonéal

Non réalisé

Secondaire

péritonéal

Secondaire
péritonéal
Secondaire
péritonéal

Non réalisé

Actif in vitro (nilotinib
CEso=77 uM, everolimus
CEso=33 uM) mais pas in

vivo

Actif in vitro (25 uM)

Actif in vitro (10 uM
afatinib, 200 uM U0126)
et in vivo (=ABZ)

Actif in vitro (10 nM)
Vincristine et navelbine
actifs in vitro (0,1-60 nM),
méthotrexate favorise la
croissance parasitaire
Docetaxel (2-10 uM) et
paclitaxel (2-10 uM) actifs
in vitro

Actif in vitro (CEsq=0,6

LM) mais pas in vivo

Actif in vitro (10 uM)

Actif in vitro (5 uM) mais

pas in vivo

Actif in vitro (80 uM) et in
vivo (=ABZ)

Actif in vitro (40 uM) et in
vivo (=ABZ)

Actif in vitro (40 uM)

[343]

[307]

[326]

[334]

[376]

[377]

[344]

[337]

[321]

[317]

[315]

[378]
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Composés extraits de plantes

Secondaire
Osthole Non réalisé Actif in vivo (=ABZ) [379]
péritonéal
Ampelopsine EmAP Non réalisé Actif in vitro (40 uM) [316]
Secondaire Actif in vitro (67 uM) et in
Thymol Viabilité de PSC [380,381]
péritonéal vivo (=ABZ)
Viabilité de Secondaire Potentialise I'’ABZ in vitro
Carvacrol [332]
métacestodes péritonéal etinvivo
PGIl, viabilité de PSC Secondaire Actif in vitro (CEsp=11,4
Crocine [347]
et de CPCG péritonéal M) et in vivo (=ABZ)
Autres
Viabilité de CPCG et Secondaire Actif in vitro (10 mM) et
Metformine [333]
de PSC péritonéal invivo
PGI et résazurine, Série de composés actifs
Endochin-like quinolones Non réalisé [348]
viabilité de CPCG in vitro (CEsp=0,2-1,7 uM)
Secondaire
Vérapamil Non réalisé Actif in vivo (=ABZ) [350]
hépatique
PGI et viabilité de Secondaire Actif in vitro (5 uM) et in
Thiaclopride [331]
PSC péritonéal vivo (=ABZ)
Actifs in vitro (inosine et
Isoprinosine, inosine, L- L-Phe-Phe-Ome CE5y=50
Viabilité de PSC Non réalisé [308]
Phe-Phe-Ome UM, isoprinosine
CE502250 MM)
Secondaire Actif in vitro (20 uM) et in
R-propylamine Viabilité de PSC [327]
péritonéal  vivo (=ABZ)
Actif in vitro (CEsp=1,4-4,7
Complexes du ruthenium PGl Non réalisé [342]

uM)

ABZ albendazole, CPCG culture primaire de cellules germinatives, EmAP mesure de I'activité
phosphatase alcaline, IP intrapéritonéale, PGI test de la phophosglucose isomérase, PSC protoscolex,
=ABZ effet équivalent a celui de I'albendazole, >ABZ effet supérieur a celui de I'albendazole, <ABZ effet
inférieur a celui de I'albendazole.

E. Nouvelles formulations thérapeutiques

La vectorisation par nanoparticules s’est imposée ces deux derniéres décennies comme une innovation
majeure dans I'administration des molécules [382]. Celle-ci repose sur des formulations de 1 a 1000

nm d’'un composé d’intérét, afin de modifier ses caractéristiques pharmacocinétiques. En fonction du
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type de nanoparticule, le principe actif peut étre lié a sa surface, encapsulée dans un cceur hydrophile
ou hydrophobe, ou encore piégé dans la matrice composant la nanoparticule. On distingue
classiguement trois grandes catégories de nanoparticules : les nanoparticules lipidiques, polymériques
et inorganiques (Figure 14) [383]. Actuellement, encore peu de spécialités relevant de la
nanothérapeutique sont validées pour étre administrées a I'Homme [384]. Celles-ci sont
principalement destinées a la vectorisation d’'un médicament (surtout des antinéoplasiques), et
qguelques formulations inorganiques sont indiquées pour la supplémentation en fer, pour I'imagerie
médicale et pour la thérapie photothermique. Toutefois, d’autres utilisations sont en cours de

développement et d’évaluation comme la thérapie génique ou I'immunothérapie [382].
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Figure 14. Représentation schématique des types de nanoparticules.

Figure extraite de [383]. Ce schéma illustre la diversité des formulations nanoparticulaires. Au-dela de
la dichotomie entre nanoparticules organiques, c’est-a-dire polymériques et lipidiques, et
inorganiques, il existe une grande diversité de matériaux et d’assemblages possibles.

Si les nanoparticules présentent de maniére trés générale des avantages et inconvénients propres a
leur composition (Tableau Vl), il existe désormais de nombreux moyens d’optimiser leurs propriétés,
par exemple en modifiant leur structure de surface (par exemple augmentation de la demi-vie par
ajout d’un revétement de polyéthyléne glycol (PEG)), leur taille ou leur forme. Il est également possible

d’adresser les nanoparticules aux cellules cibles, afin d’augmenter leur efficacité tout en réduisant
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leurs effets indésirables. Pour cela il est possible de greffer a la surface des nanoparticules un anticorps

ou un récepteur se liant sélectivement a un antigéne ou un ligand.

Tableau VI. Résumé des différentes nanoparticules a visée thérapeutique.

Inspiré de [382—-384]. Appréciation semi-quantitative : - mauvais, + faible, ++ moyen(ne), +++ trés

élevé(e).
Exemples de Utilisations actuellement
Tolérance Stabilité  Colt
nanoparticules validées par la FDA
Liposomes
Nanocapsules
Lipidiques Nanoparticules +++ +/- +/++  Vectorisation de principes actifs
lipidiques solides
Emulsions
Micelles polymériques
Polymersomes
Polymériques ++ ++ +/++  Vectorisation de principes actifs
Nanospheres
Dendrimeres
Vectorisation de principes actifs
Or
Supplémentation en fer
Inorganiques Fer +/- +++ +++
Imagerie médicale
Silice

Thérapie photothermique

Une grande partie des nouvelles formulations de chimiothérapie antiparasitaire pour le traitement de
I’EA repose sur l'utilisation de nanoparticules pour vectoriser le principe actif et ainsi améliorer sa
pharmacocinétique [385—391]. La premiere étude sur le sujet date de 1993 et portait sur I'efficacité
de la doxorubicine couplée a des nanoparticules de polyisohexylcyanoacrylate dans un modeéle murin
d’infection secondaire hépatique [385]. Le traitement n’impactait alors pas la taille des Iésions, méme
si les Iésions étaient moins viables, comme en atteste la plus faible proportion de gerbilles (Meriones
unguiculatus) infectées par sub-inoculation des métacestodes prélevés sur les souris. Dans les années
1990, une autre étude portant sur la vectorisation a évalué I'activité d’albendazole formulé en
nanoparticules de poly-D,L-lactide, également dans un modéle murin d’infection secondaire hépatique
[386]. La formulation, efficace a faible dose, devenait inefficace a forte dose. Ce phénomene pouvait
s’expliquer par la toxicité de ces nanoparticules sur les macrophages. Quatre études ont évalué
I'efficacité de I’albendazole formulé en liposomes, dont trois démontraient que la formulation

liposomale était au moins aussi efficace que I'albendazole en comprimés dans des modeles d’infections
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secondaires péritonéales. L'une d’entre elles montrait également que le traitement pouvait étre
potentialisé par I'association a la cimétidine, un inducteur enzymatique accélérant la transformation
de I'albendazole en son métabolite actif, I'albendazole sulfoxyde [387-389]. La derniére de ces quatre
études rapportait une série de patients souffrant d’EA complexe et pris en charge dans la province du
Xinjiang (Chine) et traités par une formulation liposomale d’albendazole [390]. Les auteurs concluaient
a une amélioration de 75% des patients (9/12) et une inefficacité pour les 25% restant (3/12), mais
I'absence de comparaison a un groupe traité par albendazole seul empéche de formuler des
conclusions définitives sur ces observations. Les nanoparticules de chitosan, un polyoside dérivé de la
chitine, semble également fonctionnelle pour traiter I'infection parasitaire, permettant une plus
grande activité de I'albendazole par rapport a la forme comprimés [388]. Enfin, une étude récente a
porté sur la vectorisation d’un nouveau principe actif, un alcaloide extrait de la Fabaceae Sophora
moorcroftiana nommé E2-a, a 'aide de nanoparticules magnétiques composées de PLGA (poly-acide
lactique co-glycolique) et d’atomes de fer [391]. La formulation était aussi efficace que I’albendazole
par voie orale dans le traitement d’infections secondaires péritonéales. Les autres stratégies
chimiothérapeutiques pour le traitement de I'EA sont rares et n’incluent que des variations de
formulation galénique de benzimidazolés visant a en améliorer I'absorption digestive comme des
dispersions solides [392-394], une formulation a base de chlorhydrate d’albendazole et
d’hydroxypropyl méthylcellulose [395], une émulsion [396] et une suspension huileuse [397] destinés
a la voie orale. Si 'on compare aux travaux concernant I’échinococcose kystique a E. granulosus, pour
laquelle la problématique de biodistribution et de passage de la couche stratifiée est la méme, d’autres
formulations nanoparticulaires ont été évaluées : des nanoparticules lipidiques solides [393,398-402],
des nanocapsules lipidiques [403,404], des nanoparticules polymériques (chitosan, PLGA-PEG
(polyéthyléneglycol), PLGA-chitosan, méthoxy-PEG-polycaprolactone) [405-408] et des

nanoparticules métalliques, ne vectorisant pas de principe actif [409-415].
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l. Contexte et objectifs

L'IL-33, bien que possédant des fonctions pléiotropiques, est principalement associée a une
orientation Th2 de I'immunité et une suppression de I'immunité Th1/Th17 par activation des
lymphocytes Tre. Ces voies étant décrites comme favorisant le développement de I'échinococcose
alvéolaire en phase tardive, I’hypothése a l'initiative de ce travail de these était que I'lL-33 endogene
contribue au développement du parasite. Mes travaux de recherche ont donc eu pour objectif principal
de déterminer si I'lL-33 était effectivement favorable au développement du parasite, et pour objectifs
secondaires de décrire les différences de réponses immunitaires en présence et en absence d’IL-33 et
de proposer des pistes de mécanismes pouvant les expliquer. Pour cela, j’ai disposé de souris IL-337
utilisées par I'équipe pour des travaux antérieurs et initialement obtenues aupres du Pr Jean-Philippe
Girard de I'Université de Toulouse, et nous avons obtenu du matériel parasitaire auprés de nos
collaborateurs de Bern (Suisse), les Pr Britta Lundstroem-Stadelmann et Pr Bruno Gottstein, que nous

entretenons depuis in vivo par infections successives de souris BALB/c.

Il. Résumé

Au cours de I'EA, le stade larvaire d’Echinococcus multilocularis se développe dans le foie ou une
réponse initiale Th1/Th17 peut conduire a son élimination chez les individus résistants. Chez les
individus sensibles a I'infection et a la maladie, une réponse Th2 se met en place plus tardivement,
conduisant a la tolérance au parasite. Le role de I'lL-33, une alarmine libérée durant la nécrose et
connue pour orienter I'immunité vers une réponse Th2, n’a pas encore été décrite dans I'EA. Des souris
C57BI/6J sauvages (WT, wild-type) et IL-337 ont été infectées par inoculation intrapéritonéale de
métacestodes d’E. multilocularis et euthanasiées 4 mois plus tard, soit la phase tardive de la maladie
en modeéle murin. Les cellules immunitaires péritonéales et infiltrant le foie ont été
immunophénotypées par cytométrie en flux multiparamétrique. Le dosage multiplex des cytokines
dans le sérum et les lavages péritonéaux a été effectué par cytométrie de flux avec la technologie
LEGENDplex™. L’IL-33 a été dosée dans les tissus murins et humains par ELISA. Des marquages
immunofluorescents pour I'lL-33, le CD31 et le FoxP3 ont été réalisés sur des coupes de foies humains
atteints d’EA. Les lésions observées chez les souris IL-337 étaient plus petites que chez les souris WT.
L’IL-33 était détectée dans les tissus entourant les métacestodes des souris WT, mais pas dans les
sérums murins et humains. Chez les souris infectées, I'lL-33 endogéne modifiait la polarisation des
macrophages péritonéaux et le profil cytokinique. Les cytokines sériques Th2 (IL-4, IL-5) étaient
corrélées positivement a la masse des |Iésions parasitaires chez les souris WT mais pas chez les souris
IL-337. Dans ce modéle murin, I'lL-33 était associé a une accélération de la croissance parasitaire

possiblement due a la polarisation des macrophages en M2 tolérogénes et a la libération de cytokines
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anti-inflammatoires comme IL-10 et TGF-B1. Chez les patients atteints d’EA, les concentrations d’IL-33
étaient plus élevées en périphérie de la Iésion parasitaire qu’a distance de la Iésion. Les marquages
immunofluorescents des coupes de foies humains infectés ont montré que les sources principales d’IL-
33 étaient les cellules endothéliales CD31* des néovaisseaux périparasitaires, présents au sein de
I'infiltrat lymphoide du granulome périparasitaire, tout comme les lymphocytes T.z FoxP3*. Nous
pouvons conclure que I'lL-33 est une alarmine clé dans la physiopathologie de I'EA qui médie I'effet
tolérogéne de la réponse systémique Th2. Ces résultats offrent de nouvelles perspectives
thérapeutiques pour le traitement de I'EA, par la neutralisation de I'IL-33, possiblement en association

avec I'administration d’albendazole.

[ll.  Article
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ABSTRACT

During the course of the infectious disease alveolar echinococcosis (AE), the larval stage of
Echinococcus multilocularis develops in the liver where an initial Th1/Th17 immune response may
allow its elimination in resistant individuals. In patients susceptible to infection and disease, a Th2
response sets up later, inducing tolerance to the parasite. The role of IL-33, an alarmin released
during necrosis and known to drive a Th2 immune response, has not yet been described during AE.
Wild-type (WT) and IL-33" C57BI/6] mice were infected by peritoneal inoculation with E.
multilocularis metacestodes, euthanized 4 months later and their immune response analyzed.
Immunofluorescence staining and IL-33 ELISA were also performed on liver samples from human
patients with AE. Overall, metacestode lesions were smaller in IL-33" than in WT mice. IL-33 was
detected in periparasitic tissues, but not in mouse or human serum. In infected mice, endogenous IL-
33 modified peritoneal macrophage polarization and cytokine profile. Th2 cytokine concentrations
were positively correlated with parasite mass in WT, but not in IL-33" mice. In human AE, IL-33
concentrations were higher in parasitic tissues than in distant liver parenchyma. The main sources of
IL-33 were CD31" endothelial cells of the neovasculature, present within lymphoid periparasitic
infiltrates together with FOXP3" Tregs. In the murine model, periparasitic IL-33 correlated with
accelerated parasite growth putatively through polarization of M2-like macrophages and release of
immunosuppressive cytokines IL-10 and TGF-B1. We concluded that IL-33 is a key alarmin in AE

that contributes to the tolerogenic effect of systemic Th2 cytokines.

IMPORTANCE

The infection with the metacestode stage of Echinococcus multilocularis, known as alveolar
echinococcosis (AE), is the most severe cestodosis worldwide. However, less than 1% of exposed
individuals, in which immunity is not able to control the parasite, develop the disease. Factors

responsible for this interindividual variability are not fully understood. In this in vivo study
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comparing wild-type and IL-33" infected mice, together with data from human clinical samples, we
determined that IL.-33, an alarmin released following tissue injury and involved in pathogenesis of
cancer and asthma, accelerates the progression of the disease by modulating the periparasitic
microenvironment. This suggests that targeting IL-33 could be of interest for management of patients

with AE, and that IL-33 polymorphisms could be responsible for increased susceptibility to AE.
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INTRODUCTION

Alveolar echinococcosis (AE) is a widespread zoonosis caused by the parasite Echinococcus
multilocularis, a cestode infecting the intestine of wild foxes and a wide range of canids. The
ingestion of parasite eggs, spread in the environment through fox droppings, and possibly
contaminating food and water, leads to AE, one of the most lethal and severe helminthic diseases in
humans (1). After translocation through the digestive tract, the parasite mainly infects the liver.
There, the parasite forms a heterogeneous mass consisting of parasitic microcysts called
metacestodes (2), host connective tissue, immune cells and blood vessels. In susceptible hosts, the
larval metacestode indefinitely continues to grow until death of the host. Further, it is capable of
spread via metastases, thereby forming secondary lesions in others organs (3). Due to this clinical

presentation, the typical imaging, and the risk of recurrence, AE is often compared to cancer (4).

During the early stage of infection, the parasite triggers the recruitment of myeloid cells, such as
polymorphonuclear cells, monocytes and dendritic cells, which initiate a pro-inflammatory Th1/Th17
adaptative response (5, 6). In most of human infections (99% of cases as shown in Central European
countries), this pro-inflammatory response is able to control the parasitic development, leading to
parasite clearance or abortion of an established lesion (7). However, in less than 1% of cases,
immunity then switches to a mixed Th1/Th2 phenotype and expands its T,., component, which

allows parasite survival and accelerates metacestode growth (8, 9).

IL-33 is a nuclear cytokine of the IL-1 family, which is released upon cellular damage (10). It
interacts with the receptor ST2 (also called IL-1RL1), naturally expressed by tissue-resident immune
cells such as mast cells, type-2 innate lymphoid cells (ILC2) and T, lymphocytes (10), as well as
circulating immune cells such as Th2 cells and eosinophils (11). However, ST2 expression can be

induced in many cell types, including neutrophils and macrophages (10). IL-33 is mostly described to
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have “tolerogenic” effects, as it can induce Th2 immunity, it can also regulate pro-inflammatory
reaction through T, activation, and polarize macrophages into a “M2” phenotype (12—14). However,
the roles of [L-33 are pleiotropic and depend on the source and the location of inflammation, and the
presence/absence of a systemic inflammation (15). In infectious diseases, IL-33 can be either
deleterious, as it induces inflammation and fibrosis against helminths (16, 17) and tolerance against
intracellular parasites such as Leishmania (18, 19), or beneficial, as it has anti-inflammatory

properties and protective effects against intestinal helminths (20-22).

This study aimed at describing the role of IL-33 in AE, using an in vivo model of peritoneal
infection. As IL-33 has been shown to promote Th2 and T, activity, we hypothesized that it could
be involved in late stage tolerance and/or anergy. Therefore, we studied a 4-month course of infection
in wild-type (WT) and IL-33"" mice. We showed that IL-33 favors metacestode development in mice.
Findings are consistent with a local role of IL-33, as ST2" cell populations are recruited at the site of
infection (T CD4" cells, macrophages, neutrophils, eosinophils) and IL-33 is detected in periparasitic
tissues, but not in sera. We also showed in hepatic biopsies of human patients with AE that IL-33 is
expressed in periparasitic neovasculature tissue, suggesting that parasite growth could be associated

with IL-33 release upon endothelial damage.

RESULTS

Endogenous IL-33 favors metacestode growth in vivo

To evaluate the role of IL-33 in the AE development, E. multilocularis-infected IL-33"" mice and
control WT littermates were analyzed after 4 months p.i. At this late stage of infection, peritoneal
metacestodes that developed in the WT mice had a higher weight (m=12.1£5.6 g) compared to those

that developed in the IL-33" mice (m=7.7+3.5 g, p <0.05) (Figure 1A). This higher growth rate was
p gp g gher g



101  confirmed by the weight of the whole mice, which was significantly higher in the WT group

102 compared to the IL-33" group, at 14 and 18 weeks p.i. (p <0.01 and p <0.001 respectively) (Figure
103 1B). Expression of the parasitic Em14-3-3 gene, a metacestode viability marker, was reduced in the
104  IL-33" group (p <0.01) (Figure 1C). Hepatic secondary lesions were observed in 16.7% (2/12) and
105 13.3% (2/15) of mice in WT and IL-33"" groups, respectively (p=1.0, Fisher’s exact test).

106  Metacestodes took the shape of heterogeneous microcystic structures intermingled with host

107  connective tissues in both groups (Figure 1D). IL-33 was not detectable in mouse sera at 4 months
108  p.i., but was detected in tissues surrounding the metacestodes of WT mice (m=406.2+185 ng/g of

109  protein, n=5, Supplementary data).

110  Endogenous IL-33 induces a tolerogenic phenotype in the periparasitic microenvironment

111 Immune populations in the peritoneum were characterized by multiparametric flow cytometry.

112 Peritoneal infection by E. multilocularis led to an important recruitment of monocyte/macrophages (p
113 <0.001 and p <0.05 for WT and IL-33""mice, respectively), other myeloid cells (p <0.01) and NK
114 cells (p <0.01), together with a concomitant decrease of the resident B cells (p <0.01), equally in both
115  WT and IL-33" groups, compared to uninfected mice (Figure 2A). Proportions of other cell

116  populations were not significantly different between groups. The infiltrate of myeloid cells was

117  mainly composed of monocytes/macrophages, neutrophils, and, to a lesser extent, eosinophils and
118  dendritic cells, without significant differences between WT and IL-33"" mice (Supplementary data).
119 The proportion of CD206" monocytes/macrophages was significantly decreased in IL-33" mice

120 (Figure 2B, p <0.05), together with the expression of M2 markers such as the Cd163, Argl and TIr8
121 genes (Figure 2C, p <0.05), suggesting a decreased M2 macrophage polarization in these mice.

122 Expression of M1 markers (Csf2, 1fng) was not affected by I1L-33 knockout, except Tnfa which was,

123 although significantly (p <0.05), moderately repressed.
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The weight of the lesions was not correlated with the proportions of immune cells, except with the
proportion of CD206™ macrophages from IL-33" mice (p <0.05), which increased with the weight of
lesions (Figure 2D). Surface expression of the IL-33 receptor, ST2, was detected for some of these
populations: T CD4 FoxP3" cells (T lymphocytes), T CD4 FoxP3" cells, CD206™ and CD206"
macrophages and dendritic cells (Figure 2E and 2F), but not T CD8", NK and NKT cells
(Supplementary Figure 2). A moderate expression of ST2 was also detected for B cells, neutrophils
and eosinophils (Supplementary Figure 2). Of note, for all cell populations, ST2 expression was not

significantly different between WT and IL-33" mice.

Dosage of cytokines in peritoneal lavages, which are related to local immune events, showed higher
IL-10 concentrations in infected WT mice compared to uninfected (p <0.05) and infected IL-337
animals (p <0.05, Figure 3). Concentrations of TGF-B1 (p <0.01), TNF-a (p <0.01), IL-2 (p <0.01),
IL-9 (p <0.05) and CXCLI1 (p <0.05) were significantly increased in infected WT, but not in infected
IL-33"" mice, conversely to CCL22, significantly increased in IL-33"" mice but not in WT mice (p
<0.05). Compared to uninfected mice, other cytokines were either unchanged (IL-17A, IFN-y),
equally increased in both WT and IL-33" mice (IL-4, IL-5, IL-6) or not detected (IL-17F and IL-13).
Altogether, these data suggest that IL-33 is responsible for local macrophage polarization and mixed

Th1/Th2 cytokine profile, including secretion of the anti-inflammatory cytokine IL-10.

Endogenous IL-33 has little influence on hepatic immune response during peritoneal infection

Flow cytometry analysis of the liver-infiltrating cells showed an important recruitment of myeloid
cells upon peritoneal infection with E. multilocularis (p <0.001 and p <0.05 for WT and IL-33""mice,
respectively), together with a decrease of NKT cell population (p <0.01 for both WT and IL-33"
mice), compared to uninfected mice (Figure 4A). Proportions of other analyzed immune cell
populations were not altered by the adjacent (peritoneal) infection. The CD4"/CD8" T cells ratio was

not modified by IL-33 knockout (Figure 4B). The myeloid infiltrate was mainly composed of
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neutrophils and CD206™ macrophages, and distributions of myeloid populations were not different
between WT and IL-33" mice (Figure 4C). A moderate but statistically significant repression of 114
expression was observed in IL-33"" mice (m=0.45+0.45) compared to uninfected controls
(m=1£0.22, p <0.05) (Figure 4D). Quantification of mRNA expression in the liver did not show
differences between WT and IL-33" mice for other genes, including for Th1 (Tnfa, 1112p35, Ifng,
111b), Th2 (116, Tgfbl, 1110), Th17 (1117f) and anti-inflammatory (111rn) mediators. The Tgfbl gene

was repressed in both WT and IL-33" mice compared to uninfected controls (p <0.05).

Systemic response requires endogenous IL-33 to enhance metacestode growth

Overall, the mean serum concentrations of all detected cytokines (IFN-y, IL-17A, IL-17F, IL-5, IL-4,
IL-6, IL-9, IL-1PB, TNF-a) except IL-13, IL-12p40 and IL-23, significantly increased over time in
both groups of mice (Figure SA and Supplementary Figure 3). Serum concentrations of IL-5 at 1
month p.i. (early stage) were higher in WT mice compared to IL-33" mice (p <0.05, Figure 5A). At 2
months p.i. (intermediate stage), serum concentrations of IL-12p40 were higher in WT mice
compared to IL-33" mice (p <0.05, Supplementary Figure 3). At a later stage, higher IL-17F
concentrations were observed in the sera of IL-33"" mice (p <0.05 at 4 months, compared to WT),
suggesting that IL-33 could be associated with a decreased Th17 response (Figure 5A). No
differences were observed between both groups for other cytokines. Comparison with cytokine
concentrations in peritoneal lavages showed that IL-17F and IL-13 were detected only in sera,

whereas IL-10 was detected only in peritoneal lavages (Figure 3).

Analysis of pairwise correlation coefficients at 4 months p.i. showed that in the WT group, the
weight of parasitic lesions was significantly and positively correlated with Th2 cytokines (Figure
5B), such as IL-4 (r=0.86, p <0.001) and IL-5 (r=0.88, p <0.001), but also the Th1 IFN-y (r=0.81, p

<0.01). In this group, hierarchical classification showed a strong connection between the weight of
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parasitic lesions, and IL-4, IL-5 and IFN-y, which belonged to the same cluster. In IL-33" mice, also
at 4 months p.i., the weight of lesions was not correlated with cytokines (Figure 5B). IL-4, IL-5, IL-
17A, IL-12p40, IFN-y, IL-1B and TNF-a were linked by significant pairwise correlation coefficients
(p between <0.05 and <0.001 for each possible combination) and were grouped together by low
hierarchical clustering distances. On contrary to WT group, IL-17F was significantly correlated with
TNF-o. (p <0.05) and IFN-y (p <0.05). Altogether, these results showed that IL-33"" mice had a more
efficient Th1/Th17 component at late stage than WT mice. The systemic Th2 component was similar
in both groups, but was not associated with an accelerated parasite growth in IL-33"" mice, in contrast
to the WT group. This suggests that the mixed Th1/Th2 response observed in WT mice requires IL-

33 to favor the metacestode growth.

IL-33 is expressed in the periparasitic liver tissue in human alveolar echinococcosis

To assess whether the local role of IL-33 in the mouse peritoneal infection model could be
extrapolated to human AE cases, we performed IL-33 quantification in protein extracts from
parasitic, periparasitic and liver parenchyma tissue biopsies from three patients infected with E.
multilocularis (Figure 6A). We showed that IL-33 concentration was higher in parasitic (p <0.05) and
periparasitic tissues (ns) compared to surrounding parenchyma (Figure 6B). Additionally, IL-33 and
the soluble form of ST2 (ST2s) were quantified in the sera of patients suffering from AE, before and
after radical surgery. As observed for mice, IL-33 was not detectable in sera, and ST2s was detected
but no significant differences were observed before and after surgery (Figure 6C). We also performed
immunofluorescence staining on liver biopsies of five patients infected with E. multilocularis (the
three previously mentioned patients and two additional ones, for whom a Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded (FFPE) biopsy was available). In all samples, we observed an important neovasculature in
the periparasitic granuloma, highlighted by the presence of numerous CD31" endothelial cells (Figure

6D and Supplementary Figure 4). IL-33 was detected in the nuclei of endothelial cells (mainly in
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periparasitic tissues) and some hepatocytes (only in close parenchyma), but the density of IL-33"
nuclei was similar between parenchyma and periparasitic granuloma (Figure 6E). IL-33-expressing
endothelial cells (CD31") were mainly located among the lymphoid infiltrate, an area where FoxP3"

Trees were also highly prevalent (Figure 6E).

DISCUSSION

Alveolar echinococcosis is an atypical parasitic disease in the way that it shares more similarities
with cancer than with other helminthic infections: it presents as a slowly and perpetually growing
mass composed of parasitic vesicles, stromal and immune cells, neovasculature and extracellular
matrix, and has the potential of metastatic dissemination (23). Following this analogy, we
hypothesized that IL-33 favors AE, as it has been demonstrated in several tumor models that IL-33 is
associated with a pro-tumorigenic microenvironment, especially through accumulation of M2-like
(CD206") tumor-associated macrophages (TAMs) (24-26), but also through enhancement of Tegs
Th2 and ILC2s activity (27, 28). In our study, the lack of IL-33 led to a decrease of the parasitic
growth during peritoneal mouse AE. The level of Th2 cytokines in mouse serum was correlated with
the weight of the metacestodes in WT mice, in agreement with previous studies showing the role of
these cytokines in parasite growth (5). However, such correlation was not observed in IL-33"" mice,
suggesting that systemic Th2 cytokines do not act directly on parasite growth but rather through one
or several indirect mechanisms that requires IL-33. Two of these could be the local activation of Tegs
and polarization of macrophages. Indeed, IL-33, which was not detected in serum, was present in the
periparasitic tissues of WT mice, where it was associated with an increase in M2-like macrophages
together with the concentrations of the immunosuppressive cytokines IL-10 and TGF-B1, compared

to IL-33" mice. Additionally, we observed that proportion CD206 macrophages in peritoneal fluid
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was correlated with the weight of lesions in IL-33" but not in WT mice, supporting that the lack of
IL-33 improved local response. In humans, IL-33 expression was increased in the parasitic tissue and
localized in the nuclei of hepatocytes and endothelial cells of neovessels. This suggests that IL-33
could be released in the periparasitic microenvironment during human AE and interact with

tolerogenic T, and macrophages, as observed in mouse.

CD206" macrophages were described to promote angiogenesis and to produce chemokines
supporting tumor growth (29, 30). AE was shown to be associated with periparasitic accumulation of
monocyte-derived M1 macrophages during the early phase of infection, which acquire a M2
phenotype (CD206") during the chronic stage of infection (31, 32). These macrophages are
considered to favor parasite growth, as they secrete the anti-inflammatory cytokine IL-10 and the
fibrogenic cytokine TGF-B1, which has a dual role by slowing the parasite growth on one hand, and
having immunosuppressive properties on the other hand (32—-34). Interestingly, we observed in IL-33"
" mice both a decrease of CD206" tolerogenic macrophages and lower concentrations of IL-10 and
TGF-B1 in the peritoneal cavity, compared to WT mice. We also observed a tendency to lower
concentrations of the Th1 cytokines TNF-a (together with repression of Tnfa mRNA expression), IL-
2 and Thl chemokine CXCL-1, and to higher concentrations of the Th2 chemokine CCL22 in IL-33""
mice, which could seem contradictory with the decrease of M2 macrophages. However, it has been
shown in a mouse model of airway injury that ST2 stimulation during M2 macrophages polarization
induces Tnfa, 112 and Cxcl1 expression, and represses Ccl22 expression, which strikingly correlates
with our observations (Supplementary data of (35)). Altogether, this suggests that, during AE,
endogenous IL-33 contributes to the local M2 polarization and to the mixed Th1/Th2 local cytokinic

profile.

IL-33 is also known to enhance stability and immunosuppressive activity of Tres (36, 37). Using an
in vivo mouse model of colonic inflammation, Schiering et al. showed that IL-33 acts locally, upon
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tissue damage, to stabilize Tyegs through ST2 signaling (36). Tyes are major actors in AE
pathophysiology (9), especially due to their IL-10 and TGF-B1 production (8, 38), and it was shown
that their depletion leads to smaller lesions (8). In our model, peritoneal Ty.g highly expressed the IL-
33 receptor ST2, suggesting that they can respond to IL-33 released upon tissue damage by the
parasite, as previously reported with other diseases (12, 25, 36). We did not observe increased
proportions of Tyees in WT mice compared to IL-33" mice, but it was shown previously that
recruitment of ST2" Ty is independent of 1L-33 signal, leading to similar or even higher proportions

0f Tregs in IL-33"" mice (39).

Altogether, our data suggest that IL-33 is involved in the tolerogenic microenvironment in the
periparasitic tissues in late-stage AE. Immunofluorescence data from human samples suggest that the
main source of the alarmin are endothelial cells of the neovessels, but a role for the IL-33"
periparasitic hepatocytes cannot be excluded. It should be noted that a strong neoangiogenesis is
characteristic of AE and the metacestode modulates host response to favor it (40—42), leading to the
accumulation of periparasitic CD317TL-33" endothelial cells (41, 43). As the parasite grows, it
induces damages to the neovessels, thus likely leading to the extracellular release of IL-33 that could
be further cleaved into shorter and more active forms by mast cells or neutrophils proteases (44, 45).
Following its release, IL-33 activates locally recruited ST2" cells, such as Tree and non-Tyee CD4"
cells (likely Th2 cells), and polarizes macrophages into M2 macrophages, which could increase Th2
and Ty, responses and repress Th1 and Th17 responses (Figure 7A). This microenvironment could
favor parasite growth, leading to vascular damages, which in turn would release more IL-33. This
vicious circle could be the target of new therapeutic strategies, combining albendazole medication
with IL-33-blocking antibodies currently in clinical trials for chronic inflammatory lung diseases

(46).
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A limitation of our study is the model of secondary peritoneal infection. In the natural cycle, rodents
are infected with E. multilocularis by ingesting eggs, leading primarily to hepatic lesions. In this
work, we inoculated metacestodes directly in the peritoneum of mice, using a different infective stage
and leading to a different location of infection. However, this model, which is frequently used to
study AE pathophysiology (9, 47), avoids the first pathophysiological uncertainty, i.e. the passage of
the oncospheres through the intestinal mucosa, which conditions the establishment into the liver, thus
permits to focus on the immunological response against the metacestode itself (Figure 7B). Thanks to
this model, we showed that local IL-33 is needed for modulation of the immune response to favor
parasite growth. Additionally, the intraperitoneal AE model mimics advanced stages of AE, where

dissemination in the peritoneal cavity is common (48).

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

All experimental protocols on animals were conducted in compliance with French laws and the
institution’s guidelines for animal welfare (authors were authorized to conduct animal
experimentation by “La direction des Services Vétérinaires”, the project was authorized by the
“Comité Régional d’Ethique d’Expérimentation Animal” (CREAA), license given by the “Ministére
de I’Education Nationale et de la Recherche”, #15809-2018062910294494 and #28586-
202011261535409). Human sera were collected from 6 AE patients managed at the Rennes
University Hospital (Rennes, France), with the approval of the local Ethics Committee (approval no
20.133), and from 12 AE patients managed at the Institute of Infectious Diseases of Bern
(Switzerland), with the approval of the Cantonal Ethics Committee (KEK) 382-15. Human liver
samples were collected from 5 AE patients managed at the Rennes University Hospital, with the

approval of the local Ethics Committee (approval no 20.133).
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Animals and infection procedure

The IL-337 strain of C57B1/6J mice was developed in Université de Toulouse (49). Animals were
housed in individual cages, and bred in specific pathogen-free conditions in conventional animal
facility (Arche platform, Biosit, Rennes) with a 12 h dark-light cycle, under 25°C, 50% relative
humidity and HEPA-filtered air (Forma Scientific, Marietta, OH), with food and water ad libitum.
IL-33" mice were crossed with C57B1/6J mice (Charles River Labs, Saint-Germain-Nuelles, France).
Heterozygous mice were crossed in order to obtain IL-33" and WT littermate newborns. Mice were
8-10 week-old before peritoneal inoculation with 100 uL of metacestode suspension. Briefly, a
clinical isolate of E. multilocularis (H95) (50) was maintained in vivo by serial peritoneal infections
of BALB/c mice (Janvier Laboratories, Le Genest-Saint-Isle, France). Before experiments,
metacestodes were collected from an infected mouse, crushed and sieved to remove debris. After an
overnight sedimentation in PBS at 4°C, the pellet was washed with PBS and centrifuged 5 min 500 g
at 4°C. The pellet, which contained microvesicles and germinal cells, was suspended in PBS before
peritoneal inoculation. Additionally, non-infected WT and IL-33"" littermates were grouped together
to constitute the “Uninfected” group, as they have similar phenotypes in absence of inflammation
(49, 51, 52). Submandibular blood samples were taken at different time points during the course of
infection. At 4 months post-infection (p.i.), mice were euthanized by cervical dislocation and blood,

peritoneal lavages with 10 mL of PBS, parasitic lesions and livers were collected.

Protein extraction

Total proteins were extracted from mouse and human tissues by lysis in RIPA buffer (50 mM Tris-
HCI pH 7.4, 1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 10.7 mM magnesium chloride, 0.2% sodium
deoxycholate, 0.2% sodium dodecyl sulfate, all reagents provided by Sigma Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France) supplemented with phosphatase inhibitor (PhosSTOP® EASYpack, Roche

Diagnostics, Meylan, France) and protease inhibitor (cOmplete® Mini, Roche Diagnostics, Meylan,
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France) cocktails, and crushed using the TissueLyser LT device (Qiagen®, Les Ulis, France) at 50
Hz during 2 min. Supernatants were collected after centrifugation at 14.000 g for 15 min at 4°C and
sonicated. Before further use, protein concentration was determined by the Bradford method, using
the Bio-Rad® Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad®, Marnes-la-Coquette, France).

IL-33 and ST2 dosage

Murine IL-33 was quantified in sera and periparasitic tissues of mice using the DuoSet® Mouse IL-
33 assay (R&D Systems'", Bio-Techne®, Lille, France). Protein extracts from tissues were diluted
to 0.5 g/L of total protein before assay. Human IL-33 and ST2s were quantified in serum and/or liver
tissues using the Quantikine® Human IL-33 and Quantikine® Human ST2/IL-33R assays (R&D

SystemsTM, Bio-Techne®, Lille, France), following manufacturer’s recommendations.

Flow cytometry

Flow cytometry was performed on peritoneal lavages and liver-infiltrating cells. Infiltrating cells
were isolated from livers as previously described (53). Briefly, livers were crushed on 70 um cell
strainers and cells were sedimented during 1 h, and fractioned using a 35% Percoll® (Percoll density
gradient media, GE Healthcare, Life Sciences, Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) gradient
centrifugation. Red blood cells were then lysed using Erythrocyte-lysing reagent Easylyse (Agilent
Technologies, Dako, Les Ulis, France). Two different panels of antibodies, one for lymphoid cells
and another for myeloid cells (panels 1 and 2, respectively, Supplementary Table 1), were used for
staining. Cell suspensions were labeled for 30 min with LIVE/DEAD™ fixable stain (Invitrogen'",
Thermo Fisher Scientific®, Illkirch, France), with panel 1, or Zombie NIR Fixable Viability Kit
(Biolegend®, Paris, France), with panel 2, to exclude dead cells. The FcR Blocking reagent (Purified
NA/LE rat anti-mouse CD16/CD32, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) was used with both
panels to avoid unspecific staining. Acquisition was performed with the LSR X-20 Fortessa'™ flow
cytometer (Becton Dickinson, Plateform CytomeTRI, SFR Biosit-UMS CNRS 3480-INSERM 018,
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Rennes, France) and data were analyzed with the Flowlogic™ v7.3 software (Inivai Technologies,
Mentone Victoria, Australia). The used gating strategy is detailed in Supplementary Figure 1.
Proportions of immune cell populations were determined by reporting the number of events out of

the sum of all populations events.

RNA extraction and cDNA synthesis

Approximately 30 mg of tissues, either of liver samples or periparasitic tissues (parasitic membranes
and host conjunctive tissues), were homogenized using the TissueLyser LT device (Qiagen®, Les
Ulis, France) at 50 Hz during 2 min. Total RNAs were then extracted using the NucleoSpin® RNA
kit (Macherey-Nagel®, Hoerdt, France), following manufacturer’s recommendations.
Complementary DNAs (cDNAs) were synthesized using the High-Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific®, Illkirch, France) and 2 pg of

total RNA extract per sample. The obtained cDNAs were then diluted at 1:3 before amplification.

mRNA expression quantification

Quantification of mRNA expression was performed by qPCR using the CFX Opus 384 real-time
PCR system (Bio-Rad®, Marnes-la-Coquette, France). Each reaction was done in a 10 pL total
volume, with the Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®, Thermo Fisher
Scientific®, Illkirch, France), 0.6 uM of each primer and 2 pL of diluted cDNA. The used primers
are detailed in Supplementary Table 2 (52, 54-57). After an initial denaturation of 10 min at 95°C, 40
cycles of 95°C during 15 sec then 60°C during 1 min were applied, and finished with a melt curve
from 60°C to 95°C. Results were expressed as fold-change expression of IL-33"" mice compared to

2-AACt

WT mice, using the method. Mouse housekeeping genes were actb and gapdh for liver

samples, gapdh and ppid for periparasitic tissues, and parasite housekeeping gene was actll.

Multiplex cytokine dosage
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Multiplex cytokine dosage in sera and peritoneal lavages of mice was performed by flow cytometry,
using the Legendplex assays (BioLegend, Paris, France). Two kits with pre-mixed beads were used,
the 13-plex Mouse macrophage/microglia panel (BioLegend, Paris, France) and the 12-plex Mouse
Th cytokine panel (BioLegend, Paris, France), following manufacturer’s recommendations. Prior to
multiplex dosage, 3.5 mL of peritoneal lavage was centrifuged 40 min at 3,000 g using Amicon®
Ultra-15 10K centrifugal filter devices (Merck Millipore, Molsheim, France) for concentration of
cytokines. Acquisition was done with the LSR X-20 Fortessa'™ flow cytometer (Becton Dickinson,

Plateform CytomeTRI, SFR Biosit-UMS CNRS 3480-INSERM 018, Rennes, France).

Immunofluorescence staining

All reagents and devices were provided by Ventana Medical Systems (Tucson, AZ, USA), except if
stated otherwise. Paraffin-embedded tissue was cut at 4 um, mounted on slides and dried at 58°C for
12 h. Two consecutive cuts were processed: one was stained with hematoxylin and eosin (HE), and
immunofluorescent staining was performed on the other using the DISCOVERY ULTRA stainer.
Following deparaffination with Ventana DISCOVERY Wash solution at 75 °C for 8 min, antigen
retrieval was performed by using Tris-based buffer solution CC1 at 95°C to 100°C for 40 min.
Endogen peroxidase was blocked with Disc inhibitor for 12 min at 37°C. After rinsing with reaction
buffer, slides were incubated at 37°C for 60 min with a 1:100 dilution of mouse anti-IL-33 (clone
Nessy-1) primary antibody (Enzo Life Sciences, Villeurbanne, France). After rinsing, signal
enhancement was performed using secondary antibody (anti-mouse-HRP) incubated for 16 min and
the DISCOVERY Rhodamine kit incubated 20 min. Following denaturation with Ventana solution
CC2 at 100°C for 8 min, and Disc inhibitor for 8 min at 37°C, slides were incubated at 37°C for 60
min with a 1:100 dilution of mouse anti-CD31 (clone JC70A) primary antibody (Dako, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). After rinsing, signal enhancement was performed using

secondary antibody (anti-mouse-HRP) incubated for 16 min and the DISCOVERY DCC kit
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incubated 20 min. Following denaturation with Ventana solution CC2 at 100°C for 8 min, and Disc
inhibitor for 8 min at 37°C, slides were incubated at 37°C for 60 min with a 1:100 dilution of rabbit
anti-FoxP3 (clone SP97) primary antibody (Abcam, Paris, France). After rinsing, signal enhancement
was performed using secondary antibody (anti-rabbit-HRP) incubated for 16 min and the Opal™
Polaris 780 Reagent Pack (Akoya Biosciences, Marlborough, MA, USA) incubated 20 min. Slides
were then counterstained for 4 min with DAPI and rinsed. After removal from the instrument, slides
were manually rinsed, coverslipped, and digitized using the Pannoramic Confocal device
(3DHISTECH, Budapest, Hungary). Digital slides were then read with the CaseViewer v2.4 software
(3DHISTECH, Budapest, Hungary). Quantification of immunofluorescence staining was done using

QuPath v0.3.2 (58). IL-33" nuclei and FoxP3" cells were counted using an automated cell detection

tool, and proportion of CD31" area was quantified using pixel classifier.
prop q gp

Statistical analyses

Data were analyzed with the GraphPad Prism v8.0.2 software (GraphPad, La Jolla, CA, USA). All
tests were two-tailed and a 5% o risk was applied. Statistical significance was noted using the same
code throughout the manuscript: ns not significant, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Difference
between experimental groups were assessed using the Mann-Whitney U test (comparison between 2
groups), or the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison post-hoc analysis (comparison
between more than 2 groups). Evolution of mice weight over time was assessed using a two-way
ANOVA for repeated measures with Bonferroni’s posttests. Concentrations of cytokines in mice sera
were compared 1) within groups, to the baseline start (day 0), using the Kruskal-Wallis test with
Dunn’s multiple comparison post-hoc analysis, ii) between groups, using the Mann-Whitney U test.
Slopes of the linear regression between the weight of the lesions and the log-transformed proportions
of immune cells was tested using the F test. Pairwise correlation coefficients were calculated using

the R software v4.0.3 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria), after normalization
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of data by logarithmic transformation, and plotted as heatmaps using the heatmaply package (59).
Concentrations of IL-33 in human tissues were compared using the Friedman test with Dunn’s
multiple comparison post-hoc analysis. Before- and after-surgery dosages of ST2 in human sera were
compared using paired t test. Immunofluorescence data were compared using the Mann-Whitney U
test. If not stated otherwise, mouse infection data originated from combination of two independent

experiments. All data and statistical tests results are provided in Supplementary data.
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FIGURES CAPTIONS

Figure 1. Endogenous IL-33 is associated with accelerated course of alveolar echinococcosis.

(A) Wet weight of peritoneal metacestodes collected from mice after 4 months of infection. (B)
Mouse weight evolution during the course of infection. (C) Quantification of the Em14-3-3 gene
expression, a parasite viability marker, normalized using 2"**“* method and E. multilocularis Actl|
gene. (D) Representative pictures of peritoneal lesions (surrounded by dotted lines) from WT and IL-
337 mice. Figure 1A and 1B: pooled data from 2 independent experiments, with 12 WT and 14 IL-
337 mice. Figure 1C: data obtained from one experiment, with 6 WT and 5 IL-33" mice. Plots show
mean + SD. Significance was tested using Mann-Whitney U test (Figure 1A and 1C) and two-way
ANOVA for repeated measures with Bonferroni’s posttests (Figure 1B). * p<0.05, ** p<0.01, ***

p=<0.001.
Figure 2. Endogenous IL.-33 modulates peritoneal cell populations during AE.

(A) Composition of peritoneal cell infiltrates at 4 months post infection. (B) Proportion of CD206"
monocytes/macrophages in peritoneal infiltrates. (C) Quantification of gene expression in the
periparasitic tissues, normalized using 2"**“' method and the Gapdh and Ppid endogenous controls.
(D) Linear regression between the weight of lesions and proportions of peritoneal cell populations of
WT (blue dots and line) and IL-33" mice (orange dots and line). (E) Representative histograms of
ST2 expression by peritoneal cell populations of WT (blue line) and IL-33"" mice (orange line), and

their respective Fluorescence Minus One (FMO) controls (grey line). (F) For each population,
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Median Fluorescence Intensities (MFI) were plotted in a graph below histogram. Figure 2A, 2B and
2D: pooled data from 2 independent experiments, with 5 uninfected, 11 WT and 14 IL-33" mice.
Figure 2C and 2F: data obtained from one experiment, with 6 WT and 5 IL-33"" mice. Plots show
mean + SD (Figure 2A, 2B, 2C, 2F) and the r? correlation coefficient (Figure 2D). Significance was
tested using the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison post-hoc analysis (Figure 2A
and 2F), the Mann-Whitney U test (Figure 2B and 2C) and the F test (Figure 2D). * p<0.05, **

p<0.01, *** p<0.001.

Figure 3. Endogenous IL-33 modulates concentrations of cytokines in peritoneal lavages during

AE.

Cytokine concentrations determined by flow cytometry in peritoneal lavages of WT and IL-33" at 4
months post infection. Data obtained from one experiment, with 5 uninfected, 6 WT and 6 IL-33""
mice. Plots show mean + SD. Significance was tested using the Kruskal-Wallis test with Dunn’s

multiple comparison post-hoc analysis. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
Figure 4. Endogenous IL.-33 has little impact on cellular and transcription profiles in the liver.

(A) Composition of liver cellular infiltrates at 4 months post infection. The gating strategy was the
same than for peritoneal cells, except that Panel 2 was applied in 1 on 2 experiments. (B) Ratio of
CD4"/CD8" T cells. (C) Myeloid subpopulations of liver cellular infiltrates. (D) Quantification of
gene expression in the liver, normalized using 2"**“* method and the Gapdh and Actb endogenous
controls. Figure 4A, 4B, 4D: Pooled data from 2 independent experiments, with 5 uninfected, 11 WT
and 14 IL-33" mice. Fig 4C: Data obtained from one experiment, with 5 mice in each group. Plots
show mean + SD. Significance was tested using the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple

comparison post-hoc analysis. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Figure 5. Endogenous IL-33 modulates systemic cytokine profiles during AE.

(A) Cytokines concentrations determined by flow cytometry in the serum of WT and IL-33" mice
during the course of infection. Blue and orange symbols depict statistical significance over time
within each group of mice (Kruskal-Wallis with post-hoc Dunn’s Multiple Comparison test), and
black symbols stand for comparison between mice groups at a given time point (Mann-Whitney U
test). Concentrations were normalized by logarithmic transformation. Dotted lines depict 95%
Confidence Intervals. (B) Heatmaps of pairwise correlation coefficients analysis between serum
cytokines concentrations at 4 months post infection. Color and size of dots depict value of correlation
coefficients and their statistical significance, respectively. Pooled data from 2 independent
experiments, with 10 WT and 14 IL-33"" mice. The parameter “Lesion” stands for the weight of the

metacestodes 4 months post infection. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
Figure 6. IL-33 is detected in liver alveolar echinococcosis lesions from human patients.

(A) Anatomic areas sampled for IL-33 quantification in the liver of patients with AE (n=3). Squares
show the location of biopsy samples. (B) IL-33 concentrations according to the site of sample.
Quantification after tissue lysis and ELISA dosage. Friedman test and post-hoc Dunn’s Multiple
Comparison Test (* p <0.05). (C) Concentrations of soluble ST2 in sera of 18 patients infected with
E. multilocularis, before and after curative surgery. Significance was tested using Wilcoxon matched-
pairs signed rank test. (D) Annotated hematoxylin and eosin staining, immunofluorescence staining
of consecutive histological sections, using DAPI, anti-IL-33, anti-CD31, and anti-FoxP3 antibodies,
and higher magnifications of structures of interest. Representative picture of biopsy slides obtained
from 5 patients. (E) Quantification of density of IL-33" nuclei (up), density of FoxP3" cells (middle)
and proportion of CD31" area (down), in liver parenchyma and periparasitic granuloma, from

immunofluorescence staining of human biopsy slides (n=5). Mann-Whitney U test (** p <0.01).
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Figure 7. Model of the modulation of the host immune response by IL-33 and its impact on

parasite growth.

(A) A schematic presentation of the IL-33 putative mechanism of action during alveolar
echinococcosis (AE). ® IL-33 is released from neovasculature upon tissue damage by parasite
growth, @ it locally activates ST2" leukocytes, such as Th2gym, ILC2s and Tiegs, and contributes to
polarization of macrophages into “M2” phenotype, ® ST2" leukocytes favor parasite growth by
orientating immunity toward a tolerogenic phenotype. Blockade of IL-33 in a therapeutic purpose
could limit the progression of the disease. (B) Schematic modeling of AE pathophysiology. After
contamination with E. multilocularis eggs, the parasite has to pass through 3 immunological events
(framed text) to develop as a viable metacestode. Once done, immunological factors only impact the
growth rate of the parasite, with Th1/Th17 and Th2/T,., responses decreasing and increasing it,
respectively. We showed that the alarmin IL-33 locally contributes to the Th2 and T, activity during

late stage AE, thus accelerates the course of the disease.
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Figure 3.
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Figure 6.
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Figure 7.
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Supplementary Figure 1. Gating strategy. After an initial data cleaning (removing debris, dead cells and
doublets), two different strategies were applied, depending on the antibodies panel. For Panel 1, B cells (CD19%)
were first isolated, then NK and NKT cells (SSC™ and NK1.17), which were then discriminated as being CD3" and
CD37*, respectively. Among NK1.1" cells, CD11b"CD3" were identified as myeloid cells, and CD11b"CD3* as T cells,
further discriminated into CD3*CD8~ and CD3*CD4~, which included CD47FoxP3™ “T,_,” cells. For Panel 2,
myeloid cells were isolated as being CD11b"Dump- (Dump: CD3, CD19. NK1.1). First, dendritic cells (DC) were
identified as MHC-ITFICD11¢™ cells. Monocytes/macrophages were defined using an “OR” Boolean gate of MHC-
I"CDl1lc cells and MHC-IIFCD64 Ly6C™ cells, then discriminated into CD206™and CD206"
monocytes/macrophages. Among the MHC-II'CD64-Ly6C" remaining cells, polymorphonuclear neutrophils (PMN)
and polymorphonuclear eosinophils (PME) were defined as Ly6G™ and Siglec-F*, respectively.
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Supplementary Figure 2. Quantification of ST2 surface expression by flow cytometry. Representative histograms of ST2 expression by peritoneal cell populations
of WT (blue line) and IL-33"" mice (orange line). and their respective Fluorescence Minus One (FMO) controls (grey line). For each population, Median Fluorescence
Intensities (MFI) were plotted in a graph below histogram. Data obtained from one experiment, with 6 WT and 5 IL-33" mice. Plots show mean + SD. Significance
was tested using the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison post-hoc analysis. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Supplementary Figure 3. Concentrations of cytokines in peritoneal lavages. Cytokines concentrations determined by flow cytometry in peritoneal lavages of WT and
IL-33"~ at 4 months post infection. Data obtained from one experiment, with 5 uninfected. 6 WT and 6 IL-33-~ mice. Plots show mean + SD. Significance was tested using
the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison post-fioc analysis. * p=0.05. ** p=0.01, *** p=0.001
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Supplementary Figure 4. Immunofluorescence staining of human alveolar echinococcosis biopsies.
Hematoxylin and eosin staining and immunofluorescence staining of consecutive histological sections,
using DAPI, anti-IL-33, anti-CD31, and anti-FoxP3 antibodies, for 4 patients with alveolar

echinococcosis.
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AXE 2 : NOUVELLES PISTES
THERAPEUTIQUES DANS
L’ECHINOCOCCOSE ALVEOLAIRE
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l. Contexte et objectifs

Cet axe repose sur un constat bien connu des professionnels de santé prenant en charge les patients
atteints d’EA : le seul traitement curatif de I'EA est la chirurgie radicale, et |la seule prophylaxie efficace
disponible est celle par benzimidazolé (albendazole ou mébendazole en cas d’indisponibilité de
I'albendazole). En effet, I'arsenal thérapeutique disponible contre I'EA est extrémement réduit.
Comme évoqué ci-dessus dans la revue de la littérature, de nombreuses molécules ont été évaluées,
et parmi elles certaines se sont avérées efficaces in vitro, mais rares sont celles s’étant montré efficaces
in vivo. Ceci s’explique généralement par une biodisponibilité réduite du médicament en raison de
parameétres pharmacocinétiques, en particulier dans I'EA ou le parasite est entouré de tissus
nécrotiques et fibrotiques. L'objectif principal de cet axe de ma thése consistait donc a développer de
nouvelles formulations de principes actifs efficaces contre E. multilocularis in vitro mais
insuffisamment in vivo, afin de chercher a s’affranchir des contraintes pharmacocinétiques. Ce projet
a été réalisé en collaboration avec I'équipe des Pr Britta Lundstroem-Stadelmann et Pr Andrew
Hemphill (Institute of Parasitology, Department of Infectious Diseases and Pathobiology, Vetsuisse
Faculty, University of Bern), spécialisée dans le criblage de principes actifs contre E. multilocularis, et
Dr Nolwenn Brandhonneur et Alexis Verger de I'Institut des Sciences Chimiques de Rennes (ISCR, UMR
6226, Univ Rennes), spécialisés dans la synthése de nanoparticules. Nos perspectives integrent
également un futur adressage des nanoparticules directement au parasite afin de réduire les potentiels
effets indésirables (Figure 15). Ce projet a bénéficié de plusieurs financements de I'Université Rennes
1 (Défis scientifiques, Projet inter-UMR, projet Biosit) et un financement Projet de Recherche

International (PRI) Inserm (projet NANOTHERA ECHINO).

/,\ —
Lo
PLGA-PEG-scFv nanoparticules
. L 1) Reconnaissance spécifique 2) Diffusion de la PLGA-Drogue 3) Destruction de la lésion
Lésion parasitaire g " » ’ " v s s i
de I'antigéne d’E. multilocularis dans la Iésion parasitaire parasitaire

# Fragmentimmunoglobulinique

@ Antigéne parasitaire cible

* Drogue parasiticide

Figure 15. Schéma du projet de recherche NANOTHERA-ECHINO.

Ce projet vise a vectoriser des composés hautement actifs in vitro contre les métacestodes d’E.
multilocularis a I'aide de nanoparticules. Les effets hors cible pourront étre limités par un adressage
par un fragment immunoglobulinique reconnaissant spécifiquement un antigene parasitaire.
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Mon travail de thése étant le point de départ de ce projet, nous avons pris le parti de nous focaliser
sur un seul type de nanoparticules, en I'occurrence polymériques : les nanoparticules de poly-(acide
lactique co-glycolique) (PLGA). Celles-ci présentent un bon compromis entre stabilité et toxicité, et
présentent |'avantage d’étre approuvées par la FDA (Food and Drug Agency) pour une utilisation chez
I'Homme [416]. Nous avons également sélectionné 4 composés décrits par nos collaborateurs suisses
comme étant hautement actifs in vitro mais insuffisamment efficaces in vivo : la méfloquine, le
niclosamide, I'atovaquone et le MMV665807 [318,328,417]. Suite a une étude préliminaire, nous
avons déterminé que, parmi ces composés, seule la méfloquine a permis I'obtention de formulations
stables et un bon rendement d’encapsulation en nanoparticules de PLGA. L’article présenté ici, en

cours de préparation, se concentre donc sur la caractérisation de cette formulation.

Il. Résumé

L'EA est une maladie sévére due a l'infection par la forme larvaire d’Echinococcus multilocularis,
appelée métacestode. En raison de I'absence de chimiothérapie curative, il est recommandé de
prendre en charge les patients atteints d’EA par chirurgie radicale associée a une administration
prophylactique d’albendazole ou de mébendazole pendant 2 ans, afin de prévenir les récidives. Il existe
un besoin urgent de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la pris en charge de I'EA, car ces
médicaments ne sont que parasitostatiques et peuvent induire une hépatotoxicité. Cette étude visait
a développer un systeme de vectorisation thérapeutique pour la méfloquine, un composé
antiparasitaire hautement actif in vitro contre E. multilocularis, mais faiblement in vivo. Nous avons
formulé des nanoparticules de PLGA-PEG-COOH chargée de méfloquine, stables dans leurs propriétés
physiques et le contenu en principe actif. Nous avons montré que ces nanoparticules sont capables de
traverser la couche striée acellulaire du métacestode, et ainsi d’atteindre la couche germinale qui
contient les cellules vivantes du parasite, en moins de 5 min. L’activité de la méfloquine n’était pas
altérée au cours du procédé de formulation, comme en témoigne le relargage de I'enzyme EmPGI par
les vésicules d’E. multilocularis exposées. Microscopiquement, la méfloquine libre comme la
formulation en nanoparticules de PLGA induisaient une altération des vésicules, compatible avec une
activité antiparasitaire. Ces observations signifient que les nanoparticules de PLGA contenant de la
méfloquine sont de bons candidats pour le traitement de I'EA, car elles peuvent délivrer ce composé

hautement directement dans le parasite.

lIl.  Article (en préparation)
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Abstract

Alveolar echinococcosis (AE) is a severe disease due to the infection with the Echinococcus
multilocularis larva stage, called metacestode. As there is no actual curative chemotherapy,
recommendations are to manage AE patients by radical surgery and prophylactic administration
of albendazole or mebendazole during 2 years to prevent relapse. There is an urgent need of
new therapeutic strategies for management of AE, as these drugs are only parasitostatic, and
can induce liver injury. This study aimed at developing a drug delivery system for mefloquine,
an antiparasitic compound which is highly active in vitro against E. multilocularis but poorly
in vivo. We formulated mefloquine-loaded PLGA-PEG-COOH nanoparticles, which were
stable in their physical properties and their mefloquine encapsulation. We showed that these
nanoparticles can cross the outer acellular laminated layer of the metacestode and reach the
inner germinal layer, which contains the living cells of the parasite, in less than 5 min. Activity
of the mefloquine was not altered during the formulation process, as evaluated by the release
of EmPGI induced by exposition of the E. multilocularis vesicles. Microscopically, both free
and bound mefloquine induced vesicles damage, which was consistent with an antiparasitic
activity. Altogether, this means that mefloguine-loaded PLGA nanoparticles are good
candidates for AE treatment, as it could deliver this highly active compound directly to the

parasite.
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Introduction

Alveolar echinococcosis (AE) is one of the most lethal helminthosis worldwide (1). This
infection with the larval stage of Echinococcus multilocularis, so-called metacestode, is due to
ingestion of eggs of the parasite which are spread in the environment with feces of wild canids
(mainly foxes) infected with the adult stage. The metacestode takes the shape of an hepatic
heterogeneous mass, consisting in parasitic microcysts intermingled with host connective
tissues, and grows indefinitely until its host dies (2). In humans, the host immune response
which develops at the periphery of the parasite is a granulomatous response, with a strong
infiltration of immune (macrophages, lymphocytes) and stromal cells (fibroblasts, endothelial
cells) (3). Due to the slow growth of the parasite, AE is often diagnosed years or decades after
the contamination, at an advanced stage of the disease characterized by peripheral fibrosis and
central necrosis and calcifications.

Actual recommendation for the management of AE is the combination of radical surgery
combined with prophylactic chemotherapy with benzimidazole, i.e. albendazole or
mebendazole, during at least 2 years after surgery (4). These drugs are used for AE treatment
since more than 40 years (5) and neither better nor equal alternatives are available nowadays.
However, benzimidazoles are of limited interest, as these compounds are only parasitostatic,
meaning that an interruption of the treatment leads to the re-growth of the metacestode (6).
Additionally, although these drugs are generally well-tolerated, they can be sometimes difficult
to handle by physicians, as their digestive absorption is poor and strongly variable between
individuals, and as they can cause drug-induced liver injury which can lead to their eviction (7).
For these reasons, there is an urgent need of new drugs and therapeutic strategies for treatment
of AE.

Many compounds were previously evaluated for their activity against E. multilocularis

metacestodes, either among anti-infective agents (8—11), anti-neoplastic agents (12—14) or other
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compounds (15-17). Among them, mefloquine is a promising candidate as it has a strong
parasiticidal in vitro activity (18-22). However, in vivo activity for treatment of mouse
peritoneal infections was not satisfactory, as only a high dosage of oral mefloquine allowed to
reduce the weight of the parasite, similarly to albendazole treatment (18, 22). Additionally, the
oral treatment was only parasitostatic, as the peritoneal metacestodes were able to induce a new
infection after inoculation to mice (18).

This discrepancy between in vitro and in vivo effect is highly evocative of unfavorable
pharmacokinetics of the drug. Indeed, beyond the digestive absorption, the hepatic metabolism
and the binding to serum proteins, the drug has to pass through the fibrosis, the necrosis and the
outer laminated layer of the parasite, composed of mucopolysaccharides, to access the germinal
layer which contains the living cells of the metacestode (2). In this aim, we developed
mefloquine-loaded polymeric nanoparticles of biodegradable PLGA (poly-(lactic-co-glycolic
acid)), which is a well characterized and FDA-approved pharmaceutical formulation (23, 24)
that we validated in vitro. We showed that mefloguine had a high encapsulation rate (more than
80%), and that formulated nanoparticles were stable for at least 2 months at 4°C. Additionally,
we showed that PLGA nanoparticles were able to pass through the laminated layer of E.
multilocularis metacestodes, and that in vitro activity of the mefloquine was preserved during
the process.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Acid terminated PLGA 50:50 MW 24,000-38,000 (Resomer® RG503H), anhydrous
dichloromethane, dicyclohexylcarbodiimide (DCC), N-hydroxysuccinimide (NHS), diethyl
ether, poly(ethylene glycol) (PEG) bis(amine), dimethylaminopyridine, succinic anhydride,
triethylamine, hydrochloric acid, magnesium sulphate, polysorbate, coumarine-6 and

dimethylsulfoxide (DMSO) were purchased from Sigma Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
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France). Mefloquine hydrochloride was purchased from Selleck Chemicals (Houston, TX,
USA). Analytical reagent grade methanol, acetone and acetonitrile were obtained from VWR
international S.A.S. (Fontenay-sous-Bois, France).

Synthesis and characterization of PLGA-PEG-COOH polymer

Activation of COOH group on PLGA

Dissolved PLGA in anhydrous dichloromethane was reacted with DCC and NHS for 24 h at
room temperature (RT) under nitrogen atmosphere at a stochiometric molar ratio of
PLGA:DCC:NHS of 1:10:10. The by-product N,N’-dicyclohexylurea was removed by filtering
through a 0.45-um Teflon® syringe filter. The filtrate was precipitated and washed with ice-
cold diethyl ether. The precipitate was vacuum-dried to obtain activated PLGA.

Conjugation of PEG with activated PLGA

Activated PLGA and PEG bis(amine) were dissolved in anhydrous dichloromethane (1:1 molar
ratio) and reacted overnight at RT under argon. The reaction mixture was precipitated and
washed with cold methanol. The precipitate was then vacuum dried to obtain PLGA-PEG-NH..
Fixation of COOH radical

PLGA-PEG-NH2 (300 mg), dimethylaminopyridine (65.3 mg) and succinic anhydride (43.1
mg) were mixed and dried under vacuum for 1 h. Afterwards, triethylamine (42.9 mg) was
added and the mixture was dissolved in anhydrous dichloromethane. The reaction was stirred
overnight under argon. The crude was then successively washed 3 times with hydrochloric acid
at pH=3, 3 times with water and finally 3 times with brine. The organic layer was dried over
magnesium sulphate, the solvent evaporated and PLGA-PEG-COOH was isolated with a 99.7%
yield.

Characterization of PLGA-PEG-COOH polymer

PLGA, PLGA-PEG-NH: and PLGA-PEG-COOH copolymers were analyzed by Fourier-

Transform-Infrared (FT-IR) using the VERTEX 70v FT-IR spectrometer (Bruker,
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Wissembourg, France) with the following parameters: scan range 4400400 cm™, number of
scans 16, resolution 4.0 cm™, interval 1.0 cm™ and unit %T. Copolymers were also analyzed by
proton nuclear magnetic resonance (*H NMR) spectroscopy using the Bruker Avance 400 MHz
NMR spectrometer (Bruker, Wissembourg, France). The thermal behavior of synthesized
copolymer was studied by differential scanning calorimetry (DSC) on a Discovery DSC-25
device (TA instruments, New Castle, USA). Samples (approximately 5 mg) were weighed and
placed in aluminum pans before sealing. Using N2 as protective gas, samples were heated at a
constant rate of 10 °C/min in a temperature range of 0°C to 200°C. The thermogram curves
were analyzed with the TRIOS software v5.0 (TA instruments, New Castle, USA).
Nanoparticles formulation and characterization

Nanoparticles formulation

An organic solution in acetone (4 g) of PLGA-PEG-COOH polymer (25 mg), polysorbate 20
(75 mg) and either coumarine-6 (13 mg) or mefloquine hydrochloride (13 mg), was slowly
added to 15 mL of Water for Injection (0169 according to European Pharmacopoeia) with a 5
mL syringe and a 25G needle (Terumo Europe, Leuven, Belgium) under magnetic stirring (450
rpm) at room temperature (20-25°C). In these conditions, a bluish colloidal nanosuspension
formed instantaneously due to the ouzo effect (25). The acetone was then removed under
reduced pressure (200 mBar) by a rotary evaporator Laborata 4000 (Heidolph, Schwabach,
Germany) for 1 h. The nanosuspensions (called PLGA nanoparticles in the manuscript) were
purified by centrifugation (5,000 g, 10 min) to eliminate polymer aggregates and precipitated
reagents. Before each further experiment, the formulation was dialyzed against 500 mL of
deionized water using a pre-wetted Spectra/Por™ Float-a-Lyzer™ G2 device with a molecular
weight cutoff of 20 kDa (Spectrum™, Repligen™, Castanet Tolosan, France), in order to
eliminate unbound and released compounds.

Nanoparticles characterization
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Sizes and zeta potentials of nanoparticles were checked for each batch of nanoparticles using
the Malvern Zetasizer Nano ZS device (Malvern Instruments, Malvern, United Kingdom). A
calibration curve for dosage of mefloquine in nanoparticles solutions was established by
dilutions of a 4 g/L (9.64 mM) initial solution. Mefloquine was initially dissolved in DMSO
then diluted with acetonitrile in order to have 120 mg/L, 160 mg/L, 200 mg/L, 240 mg/L and
280 mg/L solutions. Samples were diluted at 1:10 with acetonitrile before analysis. Mefloquine
concentrations were determined using the 1220 Infinity 11 LC system (Agilent Technologies™,
Dako, Les Ulis, France) with the InfinityLab Poroshell SB-C18 column (Agilent
Technologies™, Dako, Les Ulis, France) and the Diode Array Detector for UV detection at 290
nm. The mobile phase consisted of 50% water, 50% acetonitrile and 0.1% formic acid. Flow
rate was 1 mL/min. Mefloquine was quantified by calculating Area Under the Curve (AUC) at
the retention time observed during analysis of the standard curve. Analysis was done using the
Lab Advisor software (Agilent Technologies™, Dako, Les Ulis, France).

Parasite material

Ethics statement

All experimental protocols on animals were conducted in compliance with French laws and the
institution’s guidelines for animal welfare. Authors were authorized to conduct animal
experimentation by “La direction des Services Vétérinaires”, the project was authorized by the
“Comité Régional d’Ethique d’Expérimentation Animale” (CREAA), and license was given by
the “Ministére de I’Education Nationale et de la Recherche”, #28586-202011261535409.
Animals and infection procedure

Animals were housed in individual cages in specific pathogen-free conditions in conventional
animal facility (Arche platform, Biosit, Rennes) with a 12 h dark-light cycle, under 25°C, 50%
relative humidity and HEPA-filtered air (Forma Scientific, Marietta, OH), with food (2016

Teklad global 16% protein rodent diets, Envigo, Gannat, France) and water ad libitum. Briefly,
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a clinical isolate of E. multilocularis (H95) was maintained in vivo by serial peritoneal
infections of BALB/c mice (Janvier Laboratories, Le Genest-Saint-Isle, France). Before
experiments, metacestodes were collected from an infected mouse, crushed and sieved to
remove debris. After an overnight sedimentation in PBS at 4°C, the pellet was washed with
PBS and centrifuged 5 min 500 g at 4°C. The pellet, which contained microvesicles and
germinal cells, was suspended in PBS before peritoneal inoculation or in vitro primary culture.
Primary metacestode culture

For primary metacestode culture, microvesicles and germinal cells obtained from an infected
mouse were suspended in 20 mL of DMEM high glucose, pyruvate (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, Illkirch, France), supplemented in 10% fetal calf serum (FCS, Eurobio Scientific,
Les Ulis, France), 100 U/mL penicillin and 100 U/mL streptomycin (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, IlIkirch, France), and co-cultured with Reuber rat hepatoma (Rh) cells (ATCC # H4-
I1-E-C3) in culture flasks incubated at 37°C under 5% COx, as previously described (26). After
at least 6 weeks of culture, vesicles were isolated and washed with PBS before further
experiments.

Assessment of PLGA entry

In order to assess if nanoparticles pass through the laminated layer of the parasite, we exposed
E. multilocularis metacestodes to coumarine-6-loaded PLGA nanoparticles and we detected
fluorescence in the germinal layer cells and vesical fluid. In a 2 mL tube, 500 uL of in vitro
cultured E. multilocularis vesicles was exposed to 500 puL of a 1:1 dilution in PBS of either
coumarine-6-loaded or unloaded PLGA-PEG-COOH nanoparticles for 30 min, 90 min or 24 h.
The supernatant was sampled, the vesicles were washed 3 times with PBS and the third washing
supernatant was sampled. The remaining PBS was removed by careful pipetting, the vesicles
were broken, the whole suspension was centrifuged at 500 g for 5 min (RT) and the whole

supernatant (vesical fluids) was sampled. The pellet, which contained laminated and germinal
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layers, was suspended in 200 pL of trypsin-EDTA 0.25% (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,
Ilikirch, France) and incubated 5 min at RT under manual shaking. The suspension was then
filtered through 70 um cell strainers (Corning™, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier,
France), the filtrate was centrifuged at 500 g for 5 min (RT), washed with PBS, and after another
centrifugation at 500 g for 5 min, the pellet was lysed by 90 uL of a 1% solution of Triton X-
100™ in PBS (cell extract). Finally, optical density of 90 pL of each sample (nanoparticles
solution, third wash, vesical fluid, cell extract) was measured at 520 nm under excitation at 450
nm in a black 96-well plate.

In vitro cultured E. multilocularis vesicles were distributed in 12 wells culture plate and
exposed to a 1:1 dilution in PBS of either coumarine-6-loaded or unloaded PLGA-PEG-COOH
nanoparticles for 5 min, 15 min and 30 min, before to be washed in PBS, fixed in formalin 4%
and re-suspended in PBS. Exposed vesicles were immediately processed in ibidi™ p-Slide
Angiogenesis with glass bottom (ibidi™, Munich, Germany) and analyzed by microscopical
examination using the Leica™ TCS SP8 confocal microscope (Leica™, Mannheim, Germany).
Wavelengths of excitation and emission were 488 nm (argon laser) and 500 nm, respectively.
In vitro testing of PLGA-PEG-COOH formulations against E. multilocularis metacestodes
In vitro drug treatment

Intact 2-4 mm vesicles were isolated by flotation using 2% saccharose solution, extensively
washed with PBS and diluted in a 1:1 ratio with DMEM without phenol red (Seraglob,
Bioswisstec, Schaffhausen, Switzerland). Then, 1 mL per well was cultured in 48-well culture
plate at 37°C under 5% CO- and exposed to either 60 pM unbound mefloquine, 60 uM
mefloquine loaded in PLGA-PEG-COOH nanoparticles, or, as negative controls, to 2% DMSO
or to 0.4% blank nanoparticles (without drug). Positive controls were vesicles exposed to 1%

Triton X-100. Five and 14 days later, 120 pL of supernatant was sampled, and finally vesicles
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were crushed and 120 uL of supernatant was sampled again. All the supernatants were stored
frozen at -20°C until further analysis.

Enzymatic assay

Activity of mefloguine-loaded PLGA-PEG-COOH nanoparticles was evaluated in vitro by
indirect detection of the released EmPGI from the metacestodes, as previously described (27).
The assay is based on an enzymatic reaction initiated by extemporaneous addition of fructose-
6-phosphate to a reactional mix containing EmPGI (putatively in supernatant), 4,4.10 mM p-
nicotinamide adenine dinucleotide hydrate, 1,8 U/mL glucose-6-phosphate dehydrogenase,
8,8.10 mM EDTA and 100 mM Tris-HCI (all reagents from Sigma Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France). In presence of EmPGI, NADH,H" was generated and detected by continuous
detection of absorbance at 340 nm during 30 min using the SPECTROstar™ Nano
spectrophotometer (BMG Labtech, Champigny sur Marne, France). For each condition,
enzyme blank (no substrate) was performed in duplicate, and reaction was performed in
triplicate. For each time point, the mean of the enzyme blank was subtracted from the mean of
the reaction. A nonlinear regression curve was then fitted for each condition using GraphPad
Prism software v8.0.2 (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Drug activity (proportion of released
EmPGI expressed as % Triton X-100) was calculated from the initial slope (which was
proportional to the quantity of EmPGI) for supernatant (released EmPGI) and for crushed
vesicles suspension (total EmPGI) using Microsoft Office Excel 2019 (Microsoft France, Issy-
les-Moulineaux, France).

Statistical analysis

Statistical analysis and plots of data were done using GraphPad Prism software v8.0.2
(GraphPad, La Jolla, CA, USA). The a risk was set to 0.05 for all analyses, and the same
representation of significance was used throughout the manuscript: * p<0.05, ** p<0.01 and

*** p<0.001. Stability of each physical characteristic of the mefloquine-loaded PLGA
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nanoparticles was analyzed using the non-parametric Friedman test for paired data, with post-
hoc Dunn’s multiple comparisons test. Fluorescence intensities and antiparasitic activities were
compared using the two-way ANOVA test. Post-hoc analysis compared all compounds to each
other within a timepoint using the Tukey’s multiple comparison test.

RESULTS

Characterization of PLGA-PEG-COOH polymer

The successful formation of PLGA-PEG-COOH polymer was confirmed by FT-IR (Figure 1).
The overall spectral pattern has not changed post grafting of PLGA-PEG-NH,. After addition
of -COOH terminal group, the spectra exhibited a broad O-H stretching at 3200-3650 cm™,
C=0 stretching at 1720 cm™ and C-O stretching at 1050 cm™ which corresponded to
carboxylic groups.

Differential scanning calorimetry (DSC) measurements were performed on copolymers, to
investigate differences of glass transition temperature (Tg) during chemical transformation
(Figure 2). For native PLGA, Tg was around 36.1°C and decreased to 30.4°C after grafting of
PLGA-PEG-NH>. After transformation to PLGA-PEG-COOH copolymer, Tg increase again
to 34.9°C. These slight variations show that chemical transformation was effective, without
radical modification of this physical characteristic.

Characterization of nanoparticles

At synthesis, the size of the mefloquine-loaded nanoparticles was 128.7 £ 5.5 nm with low
polydispersity index (PDI) of 0.11 + 0.00 (monodisperse system if PDI < 0.2 (28)) and a
satisfying (< 30 mV) zeta potential of -21.2 + 5.8 mV (Table 1). Size and PDI were stable
during at least 7 days. Zeta potential was significantly different between the synthesis and 1
day later, as showed by the post-hoc Dunn’s test (p<<0.05), and was then stable. This
difference did not prevent its use, as zeta potential was inferior to 30 mV for each timepoint.

The mean encapsulation rate was 81%, which was equivalent to a mean concentration of 5.1
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mM mefloquine of nanoparticle solutions. Encapsulation of mefloquine was stable during at
least 2 months at 4°C (data not shown).

Entry of PLGA nanoparticles in metacestode

After exposition of E. multilocularis metacestodes to coumarine-6-loaded nanoparticles during
30 min, fluorescence was detected by spectrofluorimetry in germinal layer cells extract, and, to
a lesser extent, in vesical fluid (Figure 3). After 90 min of exposition, fluorescence was detected
equally in both vesical fluid germinal layer cells extract. Finally, after 24 h of exposition,
fluorescence intensity was high in cells extract and vesical fluid, equally with the solution of
nanoparticles. Fluorescence was not detected in vesicles not exposed to coumarine-6-loaded
nanoparticles (data not shown).

Confocal microscopy showed that 5 min of exposition was enough to detect coumarine-6 in
germinal layer (Figure 4). Fluorescence was observed in the cells of the germinal layer but not
in the laminated layer. Exposition to blank PLGA nanoparticles did not lead to fluorescence in
the metacestodes.

In vitro activity against E. multilocularis metacestodes

After 5 days of exposition to 60 uM mefloquine, EmPGI release from the metacestode was
77.7% of the Triton X-100 (Figure 5A). The same exposition time to 60 uM mefloquine loaded
in PLGA nanoparticles lead to a 58.5% of EmPGI compared to Triton X-100, which was
slightly lower but not significantly different. Both were significantly higher than the DMSO
and blank nanoparticles controls, respectively of 10.6% and 0.5% of Triton X-100. Similar
results were observed after 12 days of exposition, with 60 uM mefloquine and 60 UM
mefloquine-loaded nanoparticles having activities of 78.4% and 90.1% of Triton X-100,
respectively. Microscopical observation of the metacestodes showed that E. multilocularis
vesicles exposed to both free and loaded mefloquine were broken, on contrary to vesicles

exposed to DMSO or blank nanoparticles (Figure 5B).
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DISCUSSION

Treatment of AE is suffering from a lack of therapeutic possibilities, especially in terms of
available and efficient antiparasitic drugs. In this preliminary study, we aimed at developing a
new formulation of an in vitro active drug, mefloquine, in order to improve its pharmacokinetics
(18, 20, 22). We showed that the formulation of mefloquine in PLGA nanoparticles was
reproducible and stable in time for physical properties and mefloquine encapsulation. Size, PDI
and zeta potential were compatible with an in vivo administration, and the slight change of zeta
potential which occurred during the first day did not challenge this. Also, we showed that PLGA
nanoparticles were able to cross the laminated layer of the parasite, composed of
polysaccharides, and to reach germinal cells in less than 5 min. We also showed that the
encapsulation process of the mefloquine did not alter its activity against the parasite, as the
release of EmPGI was similar for both free and loaded mefloguine.

This study was the first step to elaborate new therapeutic strategies for AE treatment. Further
studies will aim at describing the biodistribution of the PLGA-PEG-COOH using in vivo mouse
model of hepatic infection with E. multilocularis, in order to verify that periparasitic fibrosis
does not prevent the nanoparticles to reach the metacestode (29). Indeed, this putative treatment
failure mechanism is highly suspected, as immunocompromised patients, who develop a weaker
periparasitic response (including fibrosis), are more responsive to benzimidazole treatments
(30). Then, we will evaluate activity of the mefloguine-loaded PLGA nanoparticles in in vivo
model of mouse AE. In previous studies, high dosage of unbound mefloguine was shown to
have a moderate effect in mice infected with E. multilocularis and was not parasiticidal,
similarly to albendazole (18, 22). Drug delivery by nanoparticles could improve this activity,
putatively by increasing the distribution of mefloquine to the parasite, and could allow to use
lower dosages, as observed with albendazole-loaded nanoparticles (31-33). However, it seems

possible that mefloguine remains parasitostatic, even loaded in PLGA nanoparticles (6). This
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would not be disappointing, as having at least one alternative to benzimidazole would be
already a step forward in the field of AE management.

We evaluated activities of PLGA-PEG-COOH nanoparticles instead of the historical PLGA
nanoparticles (34). PLGA nanoparticles are known to be easily opsonized and cleared by the
reticular endothelial system, and PEGylation of the nanoparticles increases their biological half-
life (35). Engraftment of a -COOH radical was not guided by a pharmacokinetic need but can
be a site for binding of an antigen-binding protein, e.g. a monoclonal antibody (36). Depending
on the toxicity of the formulation, it might be better to address the nanoparticles to the parasite,
in order to reduce side effects due to off-target activity (37).

Few studies evaluated drug delivery systems for treatment of AE. The first one evaluated
doxorubicin-loaded polyisohexylcyanoacrylate nanoparticles (38), then were evaluated
multiple formulations of albendazole (31-33, 39), and recently a study successfully treated AE
infected mice with magnetic nanoparticles (PLGA-Fe) loaded with E2-a, an alkaloid compound
extracted from the traditional Tibetan medicine Sophora moorcroftiana (40). If most of these
studies highlighted improvement or at least equal activity of these formulations compared to
albendazole tablets, only the latter focused on a non-cytotoxic and non-benzimidazole drug.

In summary, this study showed that PLGA nanoparticles were efficient drug delivery systems
in vitro for E. multilocularis metacestodes, as it crosses rapidly the laminated layer of the
parasite. Mefloquine was easily encapsulated in PLGA nanoparticles, with an encapsulation
rate of 80% allowing optimal production of mefloguine-loaded nanoparticles. Formulations are
stable in time, which makes the therapeutic use possible. We also showed that in vitro activity
was similar between free and encapsulated mefloguine. This means that meflogquine-loaded
PLGA nanoparticles are good candidates for AE treatment, as it could deliver this highly active
compound directly to the parasite.
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Table 1. Physical characteristics of the mefloquine-loaded PLGA nanoparticles. Once
formulated, nanoparticles were stored at 4°C and reanalyzed at each time point. Data are
expressed as m £ SD of 3 independent experiments. Data were analyzed using the Friedman

test. PDI polydispersity index. ** p<0.01.

Time since formulation (days) Statistical
0 1 2 3 4 7 significance
Size
128.7+55 134.7+6.8 1327+ 7.7 1293+ 7.6 128.0+6.6 128.4+29 ns
(nm)

PDI 0.11+0.00 0.11+0.02 0.09+0.02 0.11+0.01 0.11+0.01 0.11+0.01 ns
Zeta
potential -21.2+5.8 -13.7+5.3 -154+49 -163+55 -164+59 -195+6.0 *k

(mV)
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Figure 3. Fluorimetry of supernatants and metacestode fractions after exposition to coumarine-
6-loaded PLGA nanoparticles. (A) E. multilocularis metacestodes were exposed to coumarine-
6-loaded nanoparticles during 30 min, 90 min or 24 h, washed, and vesical fluid and germinal
layer cells were obtained by mechanical disruption of the vesicles. Four samples were collected:
the solution of nanoparticles, the third wash solution, the extract of germinal layer cells and the
vesical fluid. (B) Plot showing fluorescence intensity at 520 nm under 450 nm excitation of the
previously collected samples. For each condition, plot shows pooled data from 4 independent
experiments, mean and SD. Data were compared using two-way ANOVA and post-hoc Tukey’s

multiple comparison test. ** p<0.01, *** p<0.001.
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Figure 4. Confocal microscopy of Echinococcus multilocularis vesicles. Metacestodes were

exposed to either coumarine-6-loaded PLGA nanoparticles during 5 min (A), coumarine-6-
loaded PLGA nanoparticles during 30 min (B) or blank PLGA nanoparticles during 30 min (C).
In (A) and (B), fluorescence can be observed in the inner germinal layer (arrows), and not the
outer laminated layer (arrowheads). Observations were representative of 2 independent

experiments.
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Figure 5. Activity of compounds against Echinococcus multilocularis metacestode. (A) Plot
showing in vitro release of EmPGI expressed in percentage of the positive control (Triton X-
100). Data obtained from one experiment. Data were compared using two-way ANOVA and
post-hoc Tukey’s multiple comparison test. * p<0.05, ** p<0.01, ** p<0.001. (B) Pictures of
the vesicles after 12 days of in vitro exposition to the indicated treatment. VVesicles were broken
when exposed to 60 puM mefloquine, 60 pM mefloquine-loaded PLGA nanoparticles
(mefloquine-NP) and Triton X-100. Morphology of vesicles was not altered when exposed to
DMSO or unloaded PLGA nanoparticles (blank NP). Pictures are representative of one

experiment.
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Mes travaux ont mis en évidence le role de I'lL-33 endogéne périparasitaire dans |’accélération de la
croissance du métacestode en phase tardive. Si la cytokine n’est pas indispensable a la survenue de la
maladie, elle contribue a son développement en orientant le microenvironnement périlésionnel vers
un profil tolérogene. D’aprés nos observations, en particulier le profil cytokinique et la proportion de
macrophages M2 du péritoine, il semble probable que cet effet soit médié par les lymphocytes T et
les macrophages, toutefois notre schéma expérimental ne permet pas formellement de s’en assurer.
Le meilleur moyen d’évaluer le réle des lymphocytes Treq serait de répéter une expérimentation in vivo
par inoculation péritonéale de métacestodes, avec des souris mutantes présentant une délétion
conditionnelle du récepteur ST2 sur les lymphocytes Trg comme par exemple le modeéle
111r11%fFoxP3YFPCr et un groupe controle de souris /11r/1*/*FoxP3Y7P¢" [212]. La comparaison des deux
groupes permettrait d’élucider si la différence de développement parasitaire, de profil cytokinique et
de polarisation des macrophages observée entre souris WT et IL-337 est bien due a I'activité des
lymphocytes Tre. Si les mémes différences sont toujours perceptibles entre les deux groupes, I'impact

de I'lL-33 est alors imputable a un autre type cellulaire, possiblement les macrophages.

Prouver la responsabilité des macrophages serait plus complexe, car il nexiste pas de marqueur
pleinement spécifique des macrophages permettant de faire une délétion conditionne, et une
déplétion systémique en macrophages, comme fait usuellement avec des liposomes de clodronate,
conduirait a favoriser le développement de I'infection [62]. La réponse monomacrophagique au cours
de I'EA est un champ de recherche encore peu exploré. Afin de répondre a ce manque dans les
connaissances scientifiques, nous avons pour projet de caractériser I'évolution cinétique des
populations de monocytes-macrophages recrutés sur le site d’infection a 'aide de la technologie de
cytométrie de masse ou CyTOF (Cytometry by Time Of Flight) (Figure 16A). Cette technique permet, a
I'aide d’anticorps couplés a des métaux, de réaliser un immunophénotypage hautement multiplexé
(jusqu’a plus de 30 marqueurs), permettant une description fine des populations immunitaires.
L’analyse peut notamment faire appel a des algorithmes d’analyses non supervisées (sans a priori) de
réductions de dimensions (Opt-tSNE [418], UMAP [419]) et de clustering (FlowSOM [420]). Ce projet a
déja bénéficié d’'un financement pour la constitution du panel (Défis scientifiques de I'Université

Rennes 1), dont les anticorps sont déja couplés et en cours de titration (Figure 16B).
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Figure 16. Schéma explicatif de la technologie de cytométrie de masse.

(A) La cytométrie de masse repose sur le marquage de cellules par des anticorps couplés a des métaux
lourds, I'isolement des cellules par un nébuliseur, et leur analyse par spectrométrie de masse. Apres
nébulisation, les cellules sont ionisées dans une torche a plasma et les métaux lourds sont détectés
dans un quadrupéle en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Extrait de [421]. (B) Composition
de notre panel de cytométrie de masse en cours de titration. La figure a été partiellement générée a
|'aide de Servier Medical Art, fourni par Servier, sous licence Creative Commons Attribution 3.0
unported

Outre le réle méme de I'IlL-33, notre étude pose la question de la place que détient la
néovascularisation dans I'EA. En effet, 'EA est souvent comparée a un cancer pour sa présentation
clinique, son évolution, sa possible dissémination métastatique et sa physiopathologie.
L’échinococcose kystique a E. granulosus y est souvent opposée pour sa plus simple prise en charge et
son meilleur pronostic. Dans la littérature, aucune description robuste d’une néoangiogénése
périparasitaire n’a été faite pour l'infection a E. granulosus. Pourrait-il s’agir d’'une différence
fondamentale dans la physiopathologie des deux infections? Les néovaisseaux autour des
métacestodes d’E. multilocularis apportent, en plus des nutriments et de I'oxygene, des médiateurs
inflammatoires, dont les cytokines Th2 systémiques en phase tardive, mais aussi, comme nous I'avons
montré, de I'lL-33 par leurs cellules endothéliales, favorisant le développement de I'infection. De plus,

certaines des cellules endothéliales IL-33* que nous avons observées sur les coupes de foies humains
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infectés par E. multilocularis ont une morphologie compatible avec les HEC (High Endothelial Cells,
cellules endothéliales plus épaisses, moins étalées). Les HEC sont les cellules endothéliales des HEV,
ces vaisseaux retrouvés dans les organes lymphoides ou sur des sites inflammatoires chroniques et
impliqués dans le recrutement de lymphocytes [422]. Il serait bon de mieux caractériser la
néoangiogénese autour du métacestode d’E. multilocularis, par exemple a I'aide de co-marquages
immunofluorescents ciblant CD31 (cellules endothéliales), MECA-79 (HEC) et MAdCAM-1 (HEC
inflammatoires) sur nos blocs de tissus humains infectés. Si ces vaisseaux HEV venaient a étre en effet
présents autour du parasite, leur implication dans le développement de la pathologie doit étre
déterminée. En particulier, vu leur role dans le recrutement des cellules lymphoides, il est tout a fait
possible qu’ils soient impliqués dans la mise en place de la phase tardive de I'EA par I'intermédiaire
des lymphocytes Th2 et T, tout comme ils pourraient étre déterminants dans I'issue de la phase
initiale de la maladie, a savoir le contréle ou non de l'infection [423]. Aprés mise en évidence de la
présence de ces HEV chez la souris, il serait alors possible d’étudier leur impact en traitant des souris
infectées par E. multilocularis avec des agonistes ou antagonistes de LTBR, respectivement connus
pour stimuler et réprimer la formation des HEV [424]. La période de traitement (phase initiale, phase

tardive) conditionnerait alors I'interprétation du réle de ces HEV.

Concernant le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, les résultats présentés dans ce
manuscrit en préparation sont particulierement encourageants. Si le test du PGl devra étre confirmé
sur au moins deux autres expérimentations indépendantes, nos observations suggerent que la
formulation en nanoparticules de PLGA maintient I’activité de la méfloquine, et permet son transport
dans la couche germinale. Il nous faudra également en déterminer la biodistribution, et en particulier
s’assurer que les nanoparticules de PLGA-PEG-COOH atteignent le métacestode dans sa localisation
hépatique. Pour cela, nous nous dirigeons actuellement vers une évaluation par imagerie in vivo par
fluorescence proche infrarouge [425,426]. Le fluorophore sera greffé a la surface des nanoparticules,
celles-ci seront administrées par voie IV et la détection sera effectuée par un dispositif d'imagerie
optique in vivo du type NIR-Il (Kaer Labs, Nantes, France). Cette technologie permettra une
guantification cinétique de la distribution tissulaire des nanoparticules. La technique sera d’abord
réalisée sur des souris non-infectées, afin d’évaluer la distribution en situation non pathologique, puis
dans un second temps sur des souris présentant des lésions hépatiques (infection primaire ou
secondaire). Une fois la biodistribution validée, nous pourrons conduire une étude de I'efficacité in
vivo, apres une étude préliminaire visant a déterminer la dose non toxique administrable. Afin de se
mettre dans une situation la plus proche possible de I'infection humaine, nous devrons également
employer un modeéle d’infection hépatique, et débuter le traitement en phase tardive de la maladie,

c’est-a-dire aprés 2 mois d’infection.
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La vectorisation du principe actif par les nanoparticules, et I'augmentation théorique de son volume
de distribution qui en découle, peut conduire a atteindre des sites habituellement inaccessibles lors
d’un traitement systémique conventionnel. Si cet effet est ici recherché pour atteindre les cellules du
métacestode, la contrepartie est un risque de voir se développer des effets indésirables liés a ces effets
« hors cible ». Afin de minimiser ces potentiels effets indésirables, ce projet de recherche développe
en paralléle des moyens d’adresser les nanoparticules au parasite. Notre cible étant un agent
infectieux, le moyen le plus simple pour cela est d’utiliser une immunoglobuline permettant la
reconnaissance d’un antigéne spécifique du parasite. Nous avons choisi le single chain Fragment
Variable (scFv) comme moyen d’assurer cette fonction. Les scFv sont des fragments
immunoglobuliniques (environ 30 kDa contre 150 kDa pour un anticorps complet), congus a partir de
séquences d’anticorps monoclonaux et constitués d’une seule chaine peptidique produite de facon
recombinante [427,428]. Les scFv sont donc de production et de modification bien plus aisées que les
anticorps monoclonaux [428]. Aucun scFv n’est actuellement disponible contre E. multilocularis, c’est
pourquoi nous avons obtenu, aupres de I'équipe du Dr Philipp Kronenberg et Pr Peter Deplazes
(Institute of Parasitology Zurich, Vetsuisse and Medical Faculty, University of Zurich), des hybridomes
produisant des anticorps monoclonaux dirigés contre les antigenes AgB et Em18 d’E. multilocularis.
L'antigéne B est exprimé par les protoscolex et la couche germinale des métacestodes d’E.
multilocularis [429], ce qui en fait une cible potentielle pour I'adressage. L'antigene Em18, une fraction
de I'antigéne EmIl/3-10 extrait de protoscolex, est quant a lui utilisé a des fins diagnostiques, car ciblé
par des IgG chez des patients souffrant d’EA active [27,430]. Ceci signifie que I'antigéne est exposé au
systeme immunitaire de ’homme, et donc a priori accessible a des nanoparticules administrées par
voie systémique, ce qui en fait une cible d’adressage. Les ARNm de ces hybridomes ont été extraits et
transmis a I'’équipe du Pr Isabelle Dimier-Poisson, Dr Nicolas Aubrey et Dr Anne Di Tommaso
(Immunologie Parasitaire et Vaccinologie Biothérapies Anti Infectieuses (IPVBTA), UMR Université-
INRAE ISP 1282, Tours), spécialisée dans la conception de scFv a visée thérapeutique. La conception
des scFv anti-AgB et anti-Em18 est actuellement en cours. En paralléle, nos collaborateurs de I'ISCR
ont déja mis au point et validé la technique de greffage du scFv aux nanoparticules de PLGA-PEG-
COOH. Dans ce but, nous avons greffé un scFv déja employé par I'ISP de Tours et bien caractérisé,
dirigé contre I'antigene SAG1 de Toxoplasma gondii, un protozoaire apicomplexe. Le greffage était
validé par ELISA anti-SAG1 (a partir d’extrait antigénique total de T. gondii), en utilisant les
nanoparticules greffées comme anticorps primaire, et un anticorps secondaire anti-histidine (motif
présent sur le scFv) couplé a I'HRP (HorseRadish Peroxydase). Un fort signal était observé avec les
nanoparticules greffées et absent avec des nanoparticules non greffées. La méme expérience a été
répétée apres conservation des nanoparticules a 37°C, mettant en évidence la stabilité de la liaison

jusqu’a 2 mois apres le greffage.
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Enfin, si les nanoparticules PLGA-PEG-COOH contenant de la méfloquine, avec ou sans scFv, venaient
a étre inefficaces in vivo, nous pourrons aussi mettre au point d’autres formulations de nanoparticules,
polymériques ou lipidiques, afin d’encapsuler les autres principes actifs candidats comme le
niclosamide (dont nous faisons actuellement des essais de formulations en nanoparticules lipidiques),
la MMV665807 ou l'atovaquone [417]. Il serait également possible d’imaginer la conception
d’anticorps thérapeutiques destinés au traitement de I'EA, par exemple des scFv directement couplés
a des agents actifs contre E. multilocularis ayant une faible CEso (par exemple Bl 2536, bortézomib ou

des endochin-like quinolones) [334,344,348].
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ABSTRACT

Background. Alveolar echinococcosis (AE) results of an infection with the larval stage of the cestode
Echinococcus multilocularis, one of the most lethal helminthic diseases. It has been increasingly
described in individuals having experienced a situation of immune deficiency. So far,
recommendations made for the management of these patients have not been specifically adapted to

the type of immune background of these patients.

Objectives. This narrative review aims at describing the clinical presentation of AE in association to
the specific type of immunodeficiency affecting these patients, based on retrospective cohorts and

case reports. Implications for patient management are accordingly proposed.

Sources. Targeted search was conducted in PubMed using ((alveolar echinococcosis) OR
(multilocularis)) AND ((immunosuppressive) OR (immunodeficiency) OR (AIDS) OR (solid-organ

transplant) OR (auto-immunity) OR (children)).

Content. Parasite growth and dissemination is favoured by putative alterations of cellular immunity.
Therefore, patients at risk for particularly aggressive clinical course of AE are those exposed to long-
term immunosuppressive therapy or with prolonged immunodeficiency. Solid organ transplantation
(SOT) and chronic inflammatory/autoimmune diseases were the most commonly described clinical
conditions associated with unusually extensive or disseminated infection. However, HIV infection (if
appropriately treated) and malignancies, which are frequently associated with opportunistic
infections, were unlikely associated with aggressive forms of AE. Although AE is rarely diagnosed in

children, it usually has a more severe outcome.

Implications. At least SOT recipients and patients with inflammatory/autoimmune diseases, who are
the most at risk for AE due to their long-term immunosuppression, should be screened with specific
serological tests and imaging before onset of immunosuppressive therapy. Preventive measures

should be explained to immunocompromised patients who live in endemic areas. Pediatric AE cases

should be further investigated, as AE could reveal rare primary immune deficiencies.
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INTRODUCTION

Alveolar echinococcosis (AE) is a parasitic disease due to the infection with the larval stage of
Echinococcus multilocularis, a tapeworm of canids (especially foxes) [1]. Adults of E. multilocularis
reside in the small intestine of definitive hosts, and spread eggs with their droppings. In intermediate
hosts, ingestion of eggs can lead to the development of the larval stage in the liver tissue. Only a few
proportion of infected humans will actually develop viable parasitic lesions [2]. Host and pathogen
factors that might explain such variability remain to be unravelled, but there is cumulative evidence
that host innate and acquired immune response is important in the clinical outcome. After a short
description of the immunological events involved in the antiparasitic response, this review will
analyse clinical cases reported in each category of immune suppression backgrounds, and discuss

implications for the management of these patients.

PATHOPHYSIOLOGY OF ALVEOLAR ECHINOCOCCOSIS

Human infection occurs after accidental ingestion of eggs through contaminated food or water, or
hand-to-mouth route. In the digestive tract, eggs release an oncosphere, which accedes to the blood
circulation by passing through the intestinal mucosa, then establishes in any vascularized organ, with
a preferential location in the liver as it filters the blood from the portal vein. There, it develops into
the larval stage, also called metacestode [3]. In natural intermediate hosts, such as small rodents, the
metacestode is a multicystic structure containing protoscoleces. In accidental hosts, such as humans,
microcysts are less well-defined and rarely contain protoscoleces. The metacestode finally takes the
shape of a heterogeneous mass that actively proliferates at its periphery, surrounded by a strong
infiltration of immune cells associated with dense fibrotic tissue and epithelioid cells, and optionally

containing central caseous necrosis and calcifications [4].

Host-parasite interactions in human tissues are highly complex and lead to various clinical
presentations. In most cases (detected e.g. upon species-specific serology), no parasitic lesion is

observed, suggesting that the parasite has been killed in the intestinal mucosa or in the liver
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parenchyma during its early establishment [2]. In about 20% of cases, the infection aborts
spontaneously at a later stage, forming a calcified non-viable parasite lesion, etiologically diagnosed
on the basis of a positive serology, or, if surgically resected, upon histology and PCR of resected
tissue or core-needle-aspirated specimen [5]. These are called aborted or died-out lesions [2,3].
Finally, the evolutive form of AE, consisting of a viable parasite which continuously develops until its
host dies, affects only a small percentage of infected people [2]. Discrimination between evolutive
and aborted lesions in humans is often difficult. Currently, the best marker to assess viability of the
parasite is the detection of anti-Em18 antibodies, which can be detected by ELISA [17-19], and/or

PET-scan [20]. [18,20]

Dendritic cells and macrophages are the first immune cells involved in parasite recognition; they
initiate a pro-inflammatory immune response and recruit CD4* Th1l and Th17 T cells, which are
considered to be putatively efficient against the parasite [11]. In susceptible hosts, the response
progressively turns into a mixed Th1/Th2 response, allowing parasite survival [11]. Also, numerous
studies showed that Treg lymphocytes and IL-10 secretion are important actors in favouring disease
progression, as they support periparasitic immune tolerance [11]. Humoral immunity, although
present, is not considered effective in the control of AE. Key facts concerning AE immunity are

summarized in Table 1.
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Table 1. Summary of research findings about immunity in alveolar echinococcosis

Associated with parasite Associated with parasite
Factor References
control development

M1 macrophages,
M2 macrophages, Th2 and Treg
Cell populations polymorphonuclear, NK, Thl [4,11-18]
cells
and Th17 cells

IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, TGF-  [4,11,15,19

Cytokines IFN-a, IL-12, TNF-a, IFN-y, IL-17

B1, FGL-2 ,20]
Drugs Albendazole, mebendazole Cyclosporine, steroids [11]
Tissue response  Type IV hypersensitivity, fibrosis Angiogenesis [4,21]

OVERALL FINDINGS REGARDING IMMUNOCOMPROMISED PATIENTS

[23,24][21]A French retrospective study recorded 509 AE cases from 1982 to 2012, including 50
(10%) AE patients with immunosuppressive conditions (AE/IS) [21]. An increasing number of AE/IS
cases was observed since the 2000’s (6/166 AE cases in 1992-2002, versus 42/229 AE cases in 2002-
2012, p<0.01). Compared to AE cases in immunocompetent individuals (AE/IC), AE/IS cases were
diagnosed more often fortuitously (42% vs 78%, p<0.001) and earlier, since the PNM classification for
AE (P = parasitic mass in the liver, N = involvement of neighbouring organs, M= metastasis), based on
the TNM system for tumors [24], more often classified cases as stages I-1l (23% vs 41% in AE/IC and
AE/IS, respectively, p<0.05). [20]Importantly, AE/IS was significantly associated with false negative
serology compared to AE/IC patients (14% vs 1%, p<0.001). Also, a high frequency of atypical liver
ultrasound and CT imaging findings were observed (48%), suggesting cancer metastasis, liver abscess,
haemangioma or hematoma instead of typical imaging (heterogeneous mass with calcifications and
clustered microcysts) (Fig 1) [22]. Interestingly, treatment efficacy was better in AE/IS patients
compared to AE/IC (51% vs 27% of lesion regression after 1 year of treatment, p<0.01), but the

authors also emphasized the high frequency of side effects (40%), possibly associated with high
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concentrations of albendazole sulfoxide in plasma, thus encouraging pharmacological monitoring of
these patients. Mortality attributed to AE was not different between both groups (0% vs 2%),
however statistical significance was limited by the small size of the cohort. Another retrospective
study of AE patients, published by a Swiss team, also highlighted the recently emerging peculiarity of
AE/IS cases [24]. The study, which included 41 AE/IS out of 131 AE patients, did not identify any
association between immune status and clinical presentation or serology results. However, median
levels of anti-recEm18 antibodies at time of diagnosis were lower in AE/IS patients compared to
AE/IC patients, though not significant [24]. This was supported by a more recent Swiss retrospective
study, which included 38 AE/IS out of 189 AE cases [23]. Frequency of positive anti-recEm18 serology
was lower in AE/IS compared to AE/IC (26% and 46%, respectively, p=0.03), and diagnosis was more
frequently fortuitous (78% and 42%, respectively, p<0.001), as part of extensive check-up, especially
for solid malignancies requiring sequential abdominal imaging. Main facts and the number of
reported cases for each type of immune disorder are summarized in Table 2 and Table 3,

respectively.

[39]Table 2. Main facts regarding alveolar echinococcosis and immune suppression

Item Characteristics during immune suppression

Stage of disease at diagnosis Earlier than in immunocompetent patients, due to

systematic extensive check-up?

Liver imaging Atypical US and CT presentations, suggesting cancer

metastasis, liver abscess, hemangioma or hematoma

Sensitivity of serology Lower than in immunocompetent patients (particularly

lower anti-recEm18 IgG antibody)

Benzimidazole efficacy Better than in immunocompetent patients

Benzimidazole tolerance High frequency of side effects

Mortality imputable to AE Not significantly different from immunocompetent patients
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1This observation was made in European countries, benefiting from strong health care systems, but

can vary according to health policies

US, ultrasound; CT, computed tomography

Table 3. Summary of published cases and cohorts of alveolar echinococcosis in

immunocompromised patients

Number of Number of casesin  Progressive

Population References

case reports cohort studies AE!
SOT? recipients 483 94 Yes [21,23-31]
HIV/AIDS 2 2 Yes [21,24,32,33]
Chronic
inflammatory and [21,23,24,31,34—

3 42 Yes

auto-immune 36]
disorders
Malignancies - 72° No [21,23,24,31]
Paediatrics 21 20 Yes [32,37-49]
Pregnancy 1 - Suspected [50]

! Progressive AE: unusually fast-growing or extensive AE

2Solid organ transplant

3 Including 45 patients who had liver transplantation for incurable AE, and 2 and 1 patients who had

kidney and lung transplantation, respectively, for another indication

4Transplanted organs: 4 kidneys, 2 hearts, 1 liver, 2 not specified
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>Includes 44 solid cancers, 12 haematological malignant diseases and 16 “malignancies” (not
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ALVEOLAR ECHINOCOCCOSIS AND SOLID ORGAN TRANSPLANT RECIPIENTS

Due to their mechanisms of action on cellular immunity, immunosuppressive agents used for the
prevention of graft rejection (cyclosporin, tacrolimus, mycophenolate) theoretically facilitate AE
progression. Indeed, solid organ transplant (SOT) recipients were the first patients described with
rapidly extensive AE. In 1990, two patients who had liver transplantation for AE salvage and pre-
existing pulmonary lesions, were reported as having rapidly growing lung lesions [25], and between
1990 and 1992, recurrence of AE was observed in the transplanted liver [25,26]. In 2003, Koch et al.
reported a 10-year survival of 45% in a retrospective cohort of 45 patients, managed by liver
transplantation for otherwise untreatable AE between 1985 and 1998 [27]. Among the twenty deaths
observed during follow-up, 5 (25%) were due to relapse, and 9 (45%) were perioperative deaths.
They highlighted the detection of new parasitic lesions (mostly in brain and lungs) in 16% (6/45), and
graft invasion in 16% (6/45). Similar clinical presentations were also reported in kidney and lung
transplant recipients [28—31]. These data suggest that SOT recipients can present unusually rapidly
progressive AE, with an increased risk of dissemination. Imaging and anti-E. multilocularis serology,
including anti-recEm18 ELISA, should be recommended in the pre-transplant workup for patients
who are living or have lived (even decades before) in endemic areas. Also, careful advice for AE

prevention should be given to SOT recipients currently living in endemic areas.

ALVEOLAR ECHINOCOCCOSIS AND HIV/AIDS

While HIV and E. multilocularis co-infection is often taken as an example of the opportunistic
behaviour of the parasite, only few cases have been reported to date. The first was published in
1997, and was diagnosed in a six-year-old girl with AIDS [32]. The clinical presentation displayed
multiple unusual features: the young age of the patient, the extensive parasite growth and the

negative serological testing. Furthermore, the girl had a dramatically low CD4*T cell count (12/mm?3)
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and a negative lymphoproliferative assay with E. multilocularis antigen. A second case was published
7 years later, in a 40 year-old male [33]. Although the patient was immunocompromised over nearly
a decade (CD4* T cells between 27 and 150/mm?3), the parasite had an usual growth rate, as the
lesion was retrospectively observed on a CT scan performed 8 years before AE diagnosis. HIV
infection was mentioned in the French retrospective cohort: out of the 509 AE cases, only one
patient was co-infected with HIV [22]. The same observation was made in the recent Swiss cohort: 1
out of 189 AE patients had HIV infection [23]. Altogether, these reports showed that HIV is an
uncommon condition for accelerated AE development. Only a dramatically low CD4* T cell count

appears to favour the parasite growth (< 20-50/mm3).

ALVEOLAR ECHINOCOCCOSIS AND CHRONIC INFLAMMATORY DISEASES OR AUTO-IMMUNE

DISORDERS

As for SOT, chronic inflammatory and autoimmune diseases are theoretically adequate backgrounds
for rapidly progressive AE. Indeed, most of these disorders are treated with long-term
immunosuppressive therapies, which often have broad-spectrum effects on immune effectors (e.g.
steroids, methotrexate...) or an anti-Th1 biological activity (e.g. TNF-a inhibitors, anakinra (IL-1
receptor antagonist)...). Such cases were actually reported in patients affected with auto-immune
encephalitis and rheumatoid arthritis [34—36]. Among the French cohort of AE/IS, 14/50 patients
(28%) had chronic inflammatory diseases, and 8/50 (16%) and 5/50 (10%) were treated with
methotrexate and TNF-a inhibitors, respectively [22]. Of note, 17/50 (34%) were treated with
steroids, without specification concerning the indication (SOT, malignancy, chronic inflammatory or
autoimmune disease or other) nor the dosage. In the 2019 Swiss cohort of 41 AE/IS cases, 14/41
(34%) had an autoimmune disease or an immunosuppressive therapy [24], a similar proportion as
observed for chronic inflammatory diseases in another Swiss cohort (11/38 AE/IS cases (29%)) [23].
Although it seems probable that all immunosuppressive regimens do not equally favour AE,

fundamental and clinical data suggest that long-term administration of steroids or TNF-a inhibitors
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could accelerate AE progression. Thus, same recommendations as for SOT recipients should be
applied to these patients. Other immunosuppressive therapies were observed in patients with
accelerated AE, such as rituximab (anti-CD20) [22,29,36], however they are mostly associated with

steroids or TNF-a inhibitors, which prevent to reliably conclude on their imputability.

ALVEOLAR ECHINOCOCCOSIS AND MALIGNANCIES

The few reports of AE concomitant to malignancy were compiled in retrospective cohorts. In the
French cohort of Chauchet et al., out of the 50 AE/IS cases recorded, 30 (60%) had solid cancer (12 of
the digestive tract, 8 of the respiratory tract, 8 urogenital and breast, and 1 of the skin) and 9 (18%)
had haematological malignancies (3 myeloproliferative syndrome, 5 lymphoproliferative syndrome, 1
Fanconi anaemia) [22]. The median time between onset of immunosuppressive condition (IS) and AE
diagnosis was shorter for solid cancers than for other conditions, probably because AE was often
diagnosed fortuitously during extensive workup (83%). In the Swiss cohorts of AE/IS, 31/79 (39%) had
a malignancy [23,24]. Despite the high number of AE diagnosed in patients with malignancies, no
clear evidence of aggressive AE has been reported. On the contrary, these cases often benefited from

an earlier management due to fortuitous diagnosis [22].

ATYPICAL CASES: PAEDIATRIC CASES, UNUSUAL ORGAN INVOLVMENT

Considering that the mean duration of incubation of AE is classically estimated to range between 5
and 15 years [2], cases diagnosed in children are exceptional. In an European registry of 559 AE cases
diagnosed between 1982 and 2000, 12 (2.1%) were reported in <20 year-old patients, including 4
(0.7%) children less than 10 years old [40]. In a retrospective cohort of AE cases from Poland
diagnosed between 1990 and 2011, 4/117 cases (3.4%) were children below 11 years of age, and 4
others were between 11 and 20 years old [41]. In Asian countries, this prevalence seems a bit higher,
as children under 10 year-old account for 2.7% and 7.0% of AE cases in Kyrgyzstan and China,
respectively [42,43]. Taken together, 21 paediatric case reports have been described in the literature

(median age 12 years), including 24% under 10 years, 38% with extensive lesions (PNM classification
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with P>3 and/or N/M=1 [21]) and 24% with disseminated lesions [32,38,44-53]. In almost all cases,
assessment of immune status was unreported or limited to T CD4 and T CD8 cell counts and HIV
serology, at best, and only 2 cases were clearly identified as being immunocompromised: the first
was a 6 year-old child co-infected with HIV, as described above [32], and the second was a Turkish 14
year-old child with Hyper-IgE Syndrome (HIES) due to STAT3 loss-of-function mutation [38]. This
latter case is particularly interesting because STAT3 HIES is known to be associated with defect of the
Th17 response, which emphasizes its protective role in AE [54]. It is likely that some rare primary
immune disorders (PID), such as those involving the Th1/Th17 response, and probably undescribed
ones, might be associated with rapidly progressive AE in paediatric populations. This possibility needs
to be explored. In this purpose, apparently-immunocompetent children diagnosed with AE, should be
investigated for yet unrecognized PID, especially in case of atypical presentation. This situation
should lead to a careful quantitative and qualitative analysis of immune cell populations, a complete
workup for autoimmunity, potentially associated with whole-genome sequencing (WGS) analysis to
reveal potential underlying causes of immunosuppression. To a lesser extent, the same holds true for
unusually extensive and disseminated AE in adult populations [55-57]. However, it should be kept in
mind that atypical presentations may be not only related to immune disorders, but can be associated
with vascular abnormalities, as illustrated in cases of extrahepatic AE in patients with portal

hypertension [58,59], portosystemic shunt [52], or hereditary haemorrhagic telangiectasia [60].

ALVEOLAR ECHINOCOCCOSIS DURING PREGNANCY

Pregnancy is associated with major immunological changes, explaining the higher rate of
autoimmune and infectious diseases in pregnant women [61]. Concerning the course of AE in
pregnancy, only few data are available. An animal experiment showed an increased parasite growth
in pregnant mice compared to non-pregnant animals [62]. To our knowledge, only one case of AE in
pregnant woman has been reported so far [63]. The patient presented a secondary lesion in the

brain, possibly related to her pregnancy. Additionally, the French AE National Reference Center
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reported accelerated course of AE in another pregnant woman who developed lung metastases
discovered by routine check-up after delivery (unpublished observation, personal communication).
Whether pregnancy should be considered as accelerating the course of AE remains unclear, however,
as albendazole has a potential for teratogenicity [64,65], this could impact the management of

pregnant women with AE.

CONCLUSIONS

Alveolar echinococcosis is an emerging opportunistic infection, favored by alteration of cellular
immunity. Thus, populations at risk for aggressive AE are those exposed to long-term
immunosuppressive therapy such as cyclosporin, TNF-a inhibitors, or steroids, or with prolonged and
severe immune deficiency. While data are scarce regarding other treatments, especially biotherapies,
physicians should be aware that the use of such drugs could accelerate progression and
dissemination. Pediatric AE cases, which are highly unusual due to the naturally slow growth rate of
the parasite, should be thoroughly investigated, as this could reveal rare primary immune
deficiencies. Implications for management of AE are summarized in Table 4 for each type of immune
disorder. Overall, the probably most important suggestion would be to think about AE when finding a

liver lesion.
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Table 4. Proposed implications for management

Population

Specific implications for alveolar echinococcosis management

Patients with long-term

immunosuppressive

Pre-immunosuppression check-up for people living in endemic
areas: abdomen imaging (US, CT-scan or MRI), species-specific

anti-E. multilocularis serology

therapies! Health education: information about AE and recommendations
for AE prevention

HIV/AIDS None

Malignancies None

Paediatrics

Extensive investigation for primary immune disorder? or auto-

immunity?

! Especially SOT recipients regimen, TNF-a inhibitors and steroids

2Including at least quantification of lymphocyte subsets, assessment of Th1/Th17 cell response, and

Whole Genome Sequencing when available

3 At least autoantibodies against IFN-y, IFN-a,, IL-17/1L-22
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Figure 1. Fortuitous imaging of liver alveolar echinococcosis.

Injected abdominal CT (axial view, venous phase) performed for an acute sigmoiditis episode in a 65
year old woman. She received a kidney transplant 9 years ago and was treated with tacrolimus and
mycophenolate mofetil. Punctiform calcifications in the center of 2 small anterior lesions (thin arrows).
The largest posterior lesion invades the left and median hepatic veins (thick arrows).

Source: Division of Tropical and Humanitarian Medicine, University Hospitals of Geneva, Switzerland.
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Résumé : L’échinococcose alvéolaire (EA) est
une maladie sévére due a linfection par la
forme larvaire d’Echinococcus multilocularis,
appelée métacestode. Au cours de I'EA, le
métacestode se développe dans le foie ou une
réponse initiale Th1/Th17 peut conduire a son
élimination chez les individus résistants. Chez
les individus sensibles, une réponse Th2 se
met en place plus tardivement, conduisant a la
tolérance au parasite. Le réle de I'lL-33, une
alarmine libérée durant la nécrose et connue
pour orienter 'immunité vers une réponse Th2,
n’a pas encore été décrite dans I'EA. Dans un
modeéle murin d’EA péritonéale, I'IL-33 était
associée a une accélération de la croissance
parasitaire possiblement due a la polarisation
des macrophages en M2 tolérogenes et a la
libération de cytokines anti-inflammatoires
comme IL-10 et TGF-f31.

L'IL-33 est une alarmine clé dans la
physiopathologie de I'EA qui médie [effet
tolérogéne de la réponse systémique Th2.

Il existe un besoin urgent de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour la prise en
charge de I'EA, pour laquelle il n’'y a pas de
chimiothérapie curative. Nous avons formulé
des nanoparticules de PLGA-PEG-COOH
chargée de méfloquine (NP-méf), un composé
hautement actif in vitro contre E. multilocularis
mais insuffisamment in vivo. Les NP-méf
étaient stables au moins 7 jours, et capables
de traverser la couche externe acellulaire du
métacestode en moins de 5 min, et ainsi
d’atteindre la couche germinale qui contient les
cellules vivantes. Les NP-méf sont de bons
candidats pour le traitement de I'EA, car elles
peuvent délivrer ce composé hautement actif
directement dans le parasite.

Pathophysiology of alveolar echinococcosis: IL-33 and new therapeutic strategies

Keywords: alveolar echinococcosis, Echinococcus multilocularis, immunology, Treg, angiogenesis,

nanoparticles

Abstract: Alveolar echinococcosis (AE) is a
severe disease due to the infection with the E.
multilocularis larval stage, so-called
metacestode. During AE, the metacestode
develops in the liver where the initial Th1/Th17
response can lead to its clearance in resistant
patients. In susceptible patients, a Th2 response
initiate later, leading to tolerance to the parasite.
The role of IL-33, an alarmin released during
necrosis and known to drive immunity toward a
Th2 phenotype, has not been described yet in
AE. In a mouse model of peritoneal AE, IL-33
was associated with an acceleration of the
parasite growth, possibly due to macrophage
polarization into tolerogenic M2, and to release
of anti-inflammatory cytokines, such as IL-10
and TGF-p1.

IL-33 is a key alarmin in AE pathophysiology
which mediates the tolerogenic effect of
systemic Th2 response.

There is an urgent need for new therapeutic
strategies in AE management, for which there
is no curative chemotherapy. We developed
PLGA-PEG-COOH nanoparticles loaded with
mefloquine (mef-NP), which is a compound
highly active in vitro bu poorly in vivo against E.
multilocularis. Mef-NP were stable at least 7
days and they could cross the outer acellular
layer of the metacestode in less than 5 min,
reaching the germinal layer which contains the
living cells. Mef-NP are good candidates for
treatment of AE, because they can deliver this
highly active compound directly into the
parasite.
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