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Résumé

Peu de modéle adéquat sont disponibles pour étudier les voies directe et indirecte
d'alloréactivité impliquées dans les rejets de greffe. Toutefois, notre laboratoire a
développé un modéle innovateur utilisant des souris transgéniques (2.102Tg) dérivées
d'un clone de cellule T CD4" spécifique au peptide immunodominant Hb(64-76), et
restreint 2 la molécule I-E*. Le clone 2.102 a également été démontré pour étre
exclusivement alloréactif contre la molécule du complexe majeur d'histocompatibilité
(CMH) de classe II, I-EP. Dans notre modele, le clone 2.102 est capable d'alloréactivité
directe en reconnaissant le molécule I-E’ présentée sur les cellules présentatrices
d'antigéne (CPA) des souris donneuses B10.P (H-2P) aussi bien que d'alloréactivité
indirecte en reconnaissant le peptide Hb(64-76) présenté par les CPA du soi (H-2%). La
spécificité du clone 2.102 a été vérifiée in vitro afin de s'assurer de la reconnaissance des
alloantigénes décrits par leur voie d'alloréactivité respective. Le clone 2.102 reconnait
effectivement I-E uniquement dans la voie directe d'alloréactivité et le peptide Hb(64-
76) seulement dans la voie indirecte d'alloréactivité. Suite & l'obtention de ces premiers
résultats nous avons débuté la caractérisation du role des lymphocytes T CD4" impliqué
dans chacune des deux voies d'alloréactivités. Pour ce faire, des greffes de peau
allogéniques ont été réalisées sur des souris 2.102Tg déﬁcier;tes pour le géne RAG-1
(2.102Tg/RAG™). Ftonnamment, des cinétiques de rejet comparables ont été obtenues
suite & des rejets via I'une ou Il'autre des deux voies d'alloréactivité. Ces résultats
démontrent qu'une population clonotypique de cellules T périphériques, alloréactives
contre une molécule du CMH de classe II ou un épitope unique reconnu dans la voie
indirecte d'alloréactivité, est suffissante pour initier un rejet complet de greffe de peau
allogénique. Les cellules des organes lymphoides secondaires drainant ont ensuite &té
analysées a différents temps, dans le but d'étudier les fonctions effectrices de celles-ci.
Une grande expansion de cellules T dans les ganglions et une forte production d'TFN-y
analysée a l'aide de test ELISA, ont été observées uniquement chez les souris qui ont
utilisé la voie indirecte d'alloréactivité. Par ailleurs, afin d'étudier la prolifération des

cellules T in vivo, les souris 2.102Tg/RAG™ ont été injectées de fagon quotidienne aprés
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la transplantation, avec de la bromodéoxyuridine (BrdU). Suivant des analyses de
cytométrie en flux, des cellules T CD4*BrdU"* ont été observées seulement dans les
ganglions des souris qui ont rejeté leur allogreffe par la voie indirecte d'alloréactivité.
Ces résultats suggerent qu'aucune prolifération des cellules T ne se produit dans ces
organes lymphoides secondaires, suite au rejet par la voie directe d'alloréactivité. De
plus, nous avons également étudié la présence de cellules T et la production de cytokines
au site du greffon lui-méme. Des analyses de RT-PCR ont démontré que des cytokines
de type Thl et de type Th2 sont présentes dans les greffons rejetés. Par ailleurs,
l'infiltration des cellules T 2.102Tg est nettement plus grande dans les tissus rejetés que
dans les greffes isogéniques. Collectivement, ces résultats suggérent que les mécanismes
d'activation et effecteurs des cellules T, semblent étre différent dans chacune des deux
voies d'alloréactivité et ce malgré des cinétiques de rejet similaires. Ces observations
nous permettent d'émettre I'hypothése que les organes lymphoides secondaires ne sont

pas essentiels pour le rejet d'allogreffe de peau dans le contexte de la voie directe

d'alloréactivité. j

arina Bonin Claude Daniel

Etudiante Directeur de recherche
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Introduction

Les réponses immunitaires qui conduisent au rejet de la greffe sont en grande
partiec exercées par les cellules T alloréactives activées en réponse aux antigénes du
complexe majeur d'histocompatibilité du non-soi, via deux voies différentes, la voie
directe et la voie indirecte d'alloréactivité. Le concept de l'existence de deux voies
distinctes d'alloréactivité, maintenant accepté de tous, a été originalement proposé par
Lechler et Batchelor (Lechler et Batchelor, 1982). Dans la voie directe d'alloréactivité,
les cellules T reconnaissent des molécules allogéniques du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) entiéres et intactes exprimées a la surface des cellules
retrouvées dans les tissus greffés. Dans la voie indirecte d'alloréactivité, les cellules T
alloréactives reconnaissent des alloantigénes transformés, qui peuvent étre soit des
antigénes mineurs ou soit des antigénes majeurs d'histocompatibilité, présentés comme
des allopeptides par les cellules présentatrices d'antigéne (CPA) du soi. La voie
d'alloréactivité indirecte est identique 2 la voie classique de reconnaissance des antigénes
étrangers par les cellules T CD4*. I a déja été suggéré que la voie directe d'alloréactivité
serait impliquée dans les rejets aigus, tandis que la voie indirecte jouerait un réle essentiel
dans les rejets chroniques (Bradley, 1996; Lechler et Batchelor, 1982; Pattison et
Krensky, 1997; Sayegh et Carpenter, 1996; Shirwan, 1999). La différence fondamentale
qui réside entre ces deux voies d'alloreconnaissance, se retrouve donc dans la population
de CPA responsable de I'activation des cellules T. Dans la voie directe, la présentation
des alloantigénes par les CPA implique une migration des CPA vers les organes
lymphoides secondaires. Contrairement 2 la voie directe, la voie indirecte implique les
CPA du soi, qui normalement se retrouvent déja aux organes lymphoides secondaires,

puisque les CPA professionnelles sont généralement localisées dans ces tissus.

Les cellules T sont reconnues pour jouer un role important dans les rejets de
greffe. Plusieurs études ont démontré que le rejet est dépendant des cellules T CD4*
(Cobbold et al., 1986 Dalloul er al., 1996a; Krieger ez al., 1996; Yamamoto et al,, 1998).

En plus d'initier les rejets, les cellules T CD4" fournissent I'aide nécessaire 2 plusieurs



fonctions effectrices impliquées dans les rejets de greffe. Ces cellules fournissent, entre
autres, l'aide pour la croissance et la maturation des cellules T CD8* CTL (Lee et al.,
1994; Popov et al., 1995; Rosenberg ez al., 1991), ainsi que l'aide pour l'activation des
réponses humorales dirigées contre les antigénes spécifiques du donneur (Morton e al.,
1993; Steele et al., 1996). Jusqu'a aujourdhui, il y a peu d'information disponible
propos de la contribution des cellules T CD4* impliquées dans chacune des deux voies
d'alloréactivité lors des rejets de greffe. Ce manque d'information est attribuable au

nombre peu €élevé de modéles adéquats disponibles pour une telle étude.

Parmi les modéles existants, qui sont pour la plupart complétement allogénique, la
caractérisation de la voie indirecte d'alloréactivité est difficile puisque comparativement a
la réponse dans la voie directe, la fréquence des cellules T qui y sont activées est trés
faible (Benichou et al., 1999; Liu ez al., 1993). Donc, l'étude des contributions de
chacune des voies d'alloréactivité serait plus adéquate et plus efficace a I'aide d'un

modeéle capable de rejet par I'une ou l'autre des deux voies d'alloreconnaissance.

L'objectif de ce projet de maitrise consistait 2 élucider les mécanismes d'activation
et de différenciation des cellules T CD4* dans chacune des voies d'alloréactivité. Afin de
répondre & ces questions, notre laboratoire a établi un modéle unique de rejet de greffe de
peau. Ce modéle, composé de souris transgéniques, nous permet d'étudier chacune des
voies d'alloréactivité, puisque les souris utilisées 2 titre de receveurs sont transgéniques
pour un récepteur de cellule T (2.102) (Grakoui er al., 1999) qui reconnait des
alloantigeénes spécifiques dans chacune des voies d'alloréactivité. Donc, dépendamment
de la nature de la greffe de peau réalisée, il est possible d'étudier chacune des voies de
facon individuelle ou combinée. Ce mémoire est présenté en quatre parties distinctes, la
premiére décrit I'état des connaissances actuelles sur le rejet de greffe. La deuxiéme et la
troisiéme partie présentent respectivement la méthodologie employée et les résultats
pertinents obtenus au cours des expériences réalisées dans ce projet. Finalement, la
derniére section consiste en la discussion de ces résultats. En bref, dans ce travail, un
nouveau modele de rejet de greffe de peau permettant l'étude des voies directe et

indirecte d'alloréactivité y est décrit. A I'aide de ce modeéle, nous avons pu observer que



les cinétiques de rejet des greffes de peau sont similaires dans les deux voies
d'alloréactivité. Cependant, la présence d'une expansion clonale et d'une maturation
d'effecteurs dans les ganglions drainant la greffe sont seulement observées dans la voie
indirecte d'alloréactivité. Une réponse minimale des cellules effectrices dans les organes
lymphoides secondaires, voir méme absente, est observée chez les souris qui ont rejeté

par la voie directe d'alloréactivité.
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Chapitre 1

Revue bibliographique

1.1 La transplantation

1.1.1 Généralités

La transplantation d’organes demeure un traitement de choix et méme unique
pour de nombreux patients atteints de maladies rénales, cardiaques, pulmonaires ou
encore hépatiques (Benichou, 1999). La transplantation de tissus pour remplacer
différents organes malades est maintenant un acte important de la thérapie médicale. Au
Québec, le nombre de patients en attente d'une greffe a pratiquement doublé en sept ans,
soit de 562 en 1994 a 936 en 2001 (Tableau 1). Heureusement, le nombre de
transplantations réalisées au Québec a aussi augment€é au cours des années, l'organisme
Québec Transplant a dénombré 442 transplantations en 2001 par rapport 2 297 en 1994
(Tableau 2). A I'échelle mondiale, il y a environ 36 000 transplantations d’organes qui
sont réalisées par année (Rose, 1998) dont plus de 10 000 sont des greffes de reins
(Benjamini, 1996). La premiére greffe, réalisée en 1954 par Merrill, Murray et Harrison,
fut une greffe de rein chez des jumeaux identiques (Merrill er al., 1984). Par contre, c'est
en 1959, par le méme groupe, que la premiére greffe de rein entre deux individus non-
apparentés a été réalisée (Merrill, 1978). Aujourd’hui, comme les statistiques le
démontrent, 'organe le plus transplanté est le rein. La transplantation d'organes nécessite
en premier lieu, un nombre accru de donneurs, puisque seulement 3% des individus qui
acceptent de donner leurs organes deviendront donneurs d'organes et de tissus. Ensuite,
la transplantation requiert une série d'analyses afin d'établir la meilleure compatibilité
possible entre les receveurs et les donneurs d'organes. Les premiéres et les plus courantes
formes de transplantations de cellules sont les transfusions sanguines. Pour effectuer une
transfusion 2 un patient, il est nécessaire de faire la détermination des antigénes des
groupes sanguins ABO et Rh, afin d'éviter une destruction rapide des globules rouges par

des anticorps. Cette compatibilité est relativement facile a établir puisqu'il n'existe que 4



Tableau 1: Nombre de patients en attente d'une transplantation au Québec.
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Tableau 2: Nombre de transplantations effectuées au Québec.



10

wefdsuel], 99qand) swsiuedio, Jed sasiup sonbusneg,,

(444 9y SC 1 6¢ 001 11 9 y1¢ 1002
1494 1¢ 6C [4 4% 111 L1 £ L1T 0007
Ly 1€ (44 [4 6¢ 44 £l L 102 6661
96¢ 0¢ Ll [4 9¢ 06 8 £ OLT 8661
19¢ 91 (44 [4 144 98 £ I L91 L661
1§43 14! 01 0 LE $6 [4 I y81 9661
(8¢ 9¢ 14! [4 1§ L8 ! [4 661 $661
L6T Sl 11 I 9y tL 0 (4 6v1 P661
(JuealA) suownod segsoued
[eloL udy suownod Jiuklvg) Inao) 210 sepJoued Jusy uy saguuy

*23q9NnQ) Nk $39NJI9)Ja suonejue|dsue.) AP AIQUION 7 NBIQE],




11

types d'antigénes ABO et 2 groupes d'antigénes Rh. Toutefois, dans le cas d'une
transplantation d'un organe, qui comporte des cellules nucléées, les réponses des cellules
T contre les antigénes trés polymorphes du CMH induisent pratiquement toujours une
réponse contre l'organe greffé. Donc, plus la compatibilité pour les molécules du CMH
sera grande, plus les chances d'un rejet éventuel de l'organe greffé seront petites. Il faut
préciser qu'une compatibilité parfaite entre deux individus n'est que trés rarement
possible. Méme si deux individus sont génétiquement identiques au niveau des
molécules du CMH, certains antigénes mineurs peuvent aussi induire le rejet de I'organe
transplanté. Le rejet de la greffe demeure donc aujourd’hui la plus commune des
complications associées a la transplantation (Rose, 1998). Le développement de
nouveaux agents thérapeutiques tel que les drogues immunosuppressives, a permis
d'augmenter considérablement le taux de survie d'une greffe. Aujourd'hui, le taux de
succés d'une transplantation pour la premiére année varie selon les organes, mais se situe
généralement entre 85-95% pour I'ensemble des organes (statistiques émises par Québec

Transplant).

1.1.2 L’immunosuppression

L'allotransplantation comporte certains risques, cependant la complication
majeure qui y est associée est le rejet de l'organe nouvellement greffé. Plusieurs mesures
qui aident a prolonger la survie du greffon sont prises pendant et aprés la transplantation.
La plupart de ces mesures consistent 2 la prise d'agents ou de drogues
immunosuppressives. Comme I'indique leur nom, ces médicaments ont pour réle de
supprimer les réponses immunes afin d'éviter un éventuel rejet. C'est suite 2 la deuxiéme
guerre mondiale, o plusieurs transplantations de peau furent réalisées, que Sir Peter
Medawar suggéra que la destruction d'un tissu étranger était accomplie par des
mécanismes immunitaires et que I'immunosuppression permettrait d'éviter I'éventuel rejet
des greffes (Silverstein, A. M., 1998). Le développement des premiers agents
immunosuppresseurs comme la moutarde de nitrogéne et les corticostéroides, utilisé€s sur
les animaux, a permis de pratiquer la transplantation comme thérapie médicale. Au

départ, les patients transplantés étaient irradiés, mais ce moyen d'immunosuppression a
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€té rapidement abandonné pour laisser place aux drogues immunosuppressives. Ces
drogues incluaient les glucocorticoides, 1'azathioprine et des sérums anti-lymphocytes.
Au début des années 1980, de nouvelles drogues avec un meilleur potentiel thérapeutique
et plus sécuritaire ont été développées. Ces drogues de seconde génération ont permis
I'amélioration des greffes de rein et le succés des transplantations de cceur, de foie, de
poumon et de pancréas (Halloran et Lui, 1998). La premiére de ces nouvelles drogues a
étre développée fut la cyclosporine. Par la suite, il y a eu, entre autres, le tacrolimus (FK-
506) et les anticorps monoclonaux (anti-CD3). Aujourd'hui, le développement de
nouveaux immunosuppresseurs plus spécifiques est une priorité pour plusieurs équipes de
recherche. La clé du succés en transplantation, malgré la réussite de la chirurgie, de la
conservation des organes et du nombre croissant de donneurs, a été la découverte et

I'amélioration des thérapies immunosuppressives (Rossini et al., 1999).

Les immunosuppresseurs actuellement employés sont des drogues qui ciblent
I'activation des cellules T, la production de cytokines ainsi que I'expansion clonale. Un
patient qui obtient une greffe quelconque est soumis a un premier traitement
immunosuppresseur, l'immunosuppression initiale et 2 un second traitement qui est
lI'immunosuppression de maintenance. Le premier traitement est débuté immédiatement
apres l'opération, c'est-a-dire a la période ol le risque d'un rejet est le plus élevé. Cette
thérapie, qui est maintenue entre 7 et 14 jours, consiste 2 donner des doses plus élevées
des agents immunosuppresseurs utilisés dans la thérapie de maintenance. Des
préparations d'anticorps spécifiques aux cellules T sont ajoutées  ce premier traitement
lorsqu'il s'agit de patients & haut risque de rejet comme les enfants, les patients qui ont
regu plusieurs transfusions sanguines, qui sont atteints de plusieurs maladies ou qui ont
déja subi une ou plusieurs transplantations (Denton ef al., 1999). Ces anticorps peuvent
étre dirigés, par exemple, contre le CD3 ou le récepteur de I'IL-2, qui est plus spécifique,
puisque ce récepteur est exprimé seulement sur les cellules T activées. Cependant, ces
préparations d'anticorps sont plus ou moins efficaces puisque ceux-ci proviennent de
rongeurs, donc, en plus de posséder une demi-vie courte, le patient développe des
anticorps dirigés contre les anticorps de rongeurs (Denton ef al., 1999). Dans la thérapie

de maintenance, plusieurs des agents immunosuppresseurs sont utilisés en combinaison
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afin d'en réduire les effets secondaires. Voici quelques exemples de combinaisons
employées: on utilise souvent des corticostéroides, qui inhibent la transcription des génes
de cytokines, avec des inhibiteurs de calcineurine, qui permettent l'inhibition de la
production de I'IL-2, comme la cyclosporine et le tacrolimus. Ces drogues sont souvent
combinées avec des agents anti-prolifératifs comme l'azathioprine, qui est de plus en plus
remplacé par le mycophenolate mofétil, qui inhibe la synthése des purines, donc qui
bloque la synthése de 'ADN et de I'’ARN.

L'immunosuppression qui permet au greffon de survivre chez l'individu
transplanté réduit sensiblement l'ensemble des défenses de I'organisme face aux
infections et aux maladies. La plupart des agents utilisés suppriment le systéme
immunitaire en entier de fagon non-spécifique aux antigénes du greffon. En plus d'étre
non-spécifiques, toutes ces drogues sont extrémement toxiques. Les traitements avec des
agents immunosuppresseurs peuvent aussi entrainer des complications sévéres,
notamment des infections par des microorganismes opportunistes. Par exemple, on
retrouve fréquemment des infections bactériennes qui causent des pneumonies, des
surinfections bronchiques et des infections urinaires. On retrouve également des
infections causées par des virus, des protozoaires et des champignons. Le traitement de
ces infections est aussi problématique puisque plusieurs antibiotiques ne font pas bon
ménage avec la cyclosporine. L'immunosuppression peut aussi réveiller certain virus,
comme les Herpesvirus, faire apparaitre des verrues sur la peau et les muqueuses de la
bouche et des organes génitaux. Elle empéche aussi les patients de recevoir certains
types de vaccins, comme les virus vivants atténués. De plus, I'immunosuppression est
associé au développement de l'ostéoporose et de certains cancers. Parmi les personnes
chroniquement immunosupprimées, de 10 & 45% auront développé un cancer aprés 10
ans et entre 40 et 75% apres 20 ans (Dantal et al., 1998; Newstead, 1998). Ces agents ont
également des effets néfastes a long terme sur les fonctions du greffon lui-méme, telle la
néphrocytotoxicité liée a I’hypertension (Halloran et Lui, 1998). Le développement de
I'hypertension artérielle systémique suite a l'usage de la cyclosporine est apparu chez
66% des patients 2 semaines aprés la transplantation et chez 92% aprés 6 mois {site sur

I'internet de médecins de la Belgique:
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http://www .ulb.ac.be/erasme/fr/services/paramed/kine/secteurs/secteur_gn/crce/vademec
um/complications.html}. Donc, il faut é&tre trés vigilant avec les doses
d'immunosuppresseurs, puisqu'une dose trop faible permettra, & profit, de diminuer les
risques d'apparition de cancers (Dantal e al., 1998), mais augmentera les épisodes de
rejet aigu tardif. Au contraire, une dose trop forte augmentera considérablement le risque

d'infections ou de maladies.

Une proportion significative de greffe échoue malgré une immunosuppression
continue. Les taux de survie des allogreffes depuis I'apparition de I'immunosuppression
démontrent une amélioration importante de la survie a court terme, quoi que le taux de
greffes fonctionnelles a long terme n'ait pas changé depuis. Bref, ces agents préviennent
efficacement la perte de la greffe associ€e au rejet aigu mais demeurent inadéquats pour
empécher la perte tardive de la greffe suite au rejet chronique (Denton et al., 1999;
Rossini et al., 1999; Shirwan, 1999). Aujourd'hui, plus de 90% des greffes provenant de
donneurs vivants et 80-85% des greffes de rein de donneurs cadavériques sont
fonctionnels aprés 1 an (Norman, D. J., 1998; Orloff et al., 1995). Ce succes est
comparable pour le cceur, le poumon et le foie, et est diminué pour le pancréas (Rossini et
al., 1999). La perte des greffons est attribuable a la progression incontrélable du rejet
chronique, qui est a ce jour peu défini. On retrouve aujourdhui seulement 20% des

greffes de rein fonctionnelles aprés 10 ans (Orloff et al., 1995).

Puisque chaque transplantation requiert une thérapie immunosuppressive, la
greffe d'un ou de plusieurs organes demande au patient d'accepter les risques, tout au long
de sa vie, dune immunosuppression systémique. Les effets secondaires peuvent étre
acceptables pour les patients qui ont un besoin urgent d'une greffe de cceur, de poumon
ou de foie, mais plus risqué pour les patients en attente de reins. Dans le but d'éliminer
ces effets néfastes, de nouveaux agents sont constamment en développement. Le but
ultime est une drogue qui inhibera de fagon sélective les réponses immunes dirigées vers
les antigénes de l'allogreffe et qui, en plus, de prévenir le rejet chronique, ne possédera
aucun effet secondaire. Une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans

les rejets de greffe est donc requise afin de parvenir 2 de meilleures thérapies
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immunosuppressives. Ces travaux permettront d'obtenir des renseignements essentiels
pour la détermination de futures cibles thérapeutiques potenticlles. Les nouvelles
stratégies d'immunosuppression ciblent différents aspects de 'immunité. Elles ciblent,
entre autres, les molécules de co-stimulation. En absence de co-stimulation, le rejet est
prévenu puisque les cellules T deviennent anergiques, donc ne peuvent plus répondre aux
alloantigénes du CMH (Boussiotis et al., 1994; Lenschow et al., 1992). Elles ciblent
également les molécules d'adhésion et des molécules accessoires. Par exemple, des
anticorps monoclonaux dirigés contre les molécules CD4 inhiberait 'activation des
cellules T par un encombrement stérique. Une immunosuppression exercée par des
peptides dérivés des molécules du CMH de classe I et de classe II est aussi une thérapie
envisageable pour I'avenir, puisque ces peptides sont reconnus pour avoir des effets
immunomodulatoires importants in vivo (Magee et Sayegh, 1997; Sayegh et Krensky,
1996). Donc, plus les connaissances sur les mécanismes du systéme immunitaire
impliqués dans les rejets de greffe seront grandes, meilleures seront les thérapies

immunosuppressives.

1.1.3 Les rejets de greffe

Cliniquement, il y a trois types majeurs de rejet; le rejet hyperaigu, aigu et

chronique.

Le rejet hyperaigu se manifeste de quelques minutes 2 quelques heures suivant la
transplantation (Pattison et Krensky, 1997). Ce rejet est le résultat d'une destruction
compléte du greffon par des anticorps préformés retrouvés chez le patient. La synthése
de ces anticorps est habituellement induite suite 2 la rencontre d'antigénes du non-soi due
a des transplantations antérieures, des transfusions sanguines, la maternité et des
infections bactériennes qui induisent la production d'anticorps ayant une réactivité croisée
avec des épitopes des HLA (Kerman et al., 1997). Ces anticorps activent rapidement le
systeme du complément, ce qui entraine une intense infiltration des neutrophiles dans la
greffe. L'inflammation ainsi provoquée entraine ensuite 'activation et I'accumulation des

plaquettes dans les capillaires, ce qui prévient la vascularisation de la greffe (Goldsby, R.
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A., Kindt, B. A., and Osborne, B. A., 2000). Ces actions non-spécifiques du systéme
immunitaire entrainent généralement de I'hémorragie interstitielle dans le greffon et une
perte éventuelle de ses fonctions. Dans ce type de rejet, il y a absence d'immunité
cellulaire spécifique. Aucune thérapie n'existe pour prévenir ce type de rejet, c'est
pourquoi les analyses de «cross-match» entre le donneur et les patients en attente d'une
transplantation sont trés importantes. Ces analyses permettront d'éliminer, en grande

partie, ce type de rejet.

Le rejet aigu peut débuter de quelques jours a quelques mois aprés la
transplantation (Pattison et Krensky, 1997). Ce type de rejet est le plus commun, puisque
toutes transplantations, a l'exception d'individus génétiquement identiques, engendre ce
type de réponse. Le rejet aigu est exercé suite a la reconnaissance de tissus étrangers,
c'est-a-dire 2 la reconnaissance du non-soi. Par conséquent un rejet aigu se produira chez
des patients plus ou moins compatibles avec le donneur ou chez des patients qui regoivent
une dose insuffisante de médicaments anti-rejet. La cause primaire de ce type de rejet est
I'immunité cellulaire exercée par les cellules T en reconnaissance aux antigénes du
complexe majeur d'histocompatibilit¢ du non-soi. Donc, suite A la transplantation,
lorsque l'organe devient vascularisé, il y a une infiltration rapide des cellules

immunitaires de 1'hdte au site du greffon (Rossini et al., 1999).

C'est apres plusieurs mois ou plusieurs années suivant la greffe que peut survenir,
méme en présence continue d'immunosuppression, le troisiéme type de rejet, le rejet
chronique (Rossini et al., 1999). Celui-ci est le résultat de l'action combinée de
I'immunité humorale, les anticorps, et de 1'immunité cellulaire (Benjamini, 1996). Ce
type de rejet, qui est plus ou moins bien compris, demeure le probléme majeur retrouvé
dans la transplantation (Pattison et Krensky, 1997; VanBuskirk et al., 1997). Les
mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans les rejets chroniques sont jusqu'a
ce jour incertains et impliqueraient certainement des mécanismes cellulaires et humoraux
(Nagano et al., 1997; Russell et al., 1994; Russell et al., 1994; Shi et al., 1996). Certains
suggerent une hypersensibilité de type retardé accompagnée de cellules T et de cellules B

qui conduirait a l'activation des macrophages et a la sécrétion de facteurs de croissances
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(Sayegh et Carpenter, 1996). D‘autres suggerent la possibilité d'un rejet exercé par les
anticorps (Suciu-Foca et al., 1991a; Suciu-Foca et al., 1991b). Bref, puisque les
immunosuppresseurs ne peuvent, dans pratiquement tous les cas, empécher le rejet

chronique, une meilleure compréhension de ce type de rejet est donc souhaitable.

1.2 Les alloantigénes
1.2.1 Les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité.

Les antigénes du non-soi responsables de I'initiation des réponses immunitaires
impliquées dans les rejets de greffe sont ceux qui proviennent des glycoprotéines que
forment les molécules du CMH (Hansen, 1993). Ces molécules ont, premiérement, été
découvertes grice a leur capacité a provoquer un rejet de greffe (Gorer, 1937). Ensuite, il
Y a eu la découverte d'une région 2 l'intérieur du génome qui était prédominante dans le
processus de compatibilité tissulaire, la région du CMH. Chez I'humain, le CMH
s'appelle HLA (Human Leukocyte Antigen) et se situe sur le chromosome 6, tandis que
chez la souris il se nomme H-2 (Histocompatibility-2) et se retrouve sur le chromosome
17 (Little et Parham, 1999; Rhodes et Trowsdale, 1999; Klein, 1986). On estime que le
CMH occupe environ 1/3000 du génome total. Cette partie importante du génome
comprend donc quelques centaines de génes réunis en complexe. Les génes
d'histocompatibilité sont définis comme des genes codant pour des structures
polymorphiques a I'intérieur d'une espéce et suffisamment immunogéniques pour évoquer
un processus de rejet. Ces génes sont presque toujours exprimés de fagon co-dominante,
c'est-a-dire que le produit de tous ces génes est exprimé a la surface cellulaire, ce qui
constitue I'haplotype. Le réle des protéines codées par ces génes est varié et concerne
plusieurs aspects de la reconnaissance immune et des fonctions du systéme immunitaire.
Le CMH en plus d'étre polygénique est hautement polymorphique, puisqu'il existe
plusieurs alléles pour chacun des génes. Par exemple on retrouve environ 195 allgles
connus pour les HLA-A, 395 alleles connus pour les HLA-B, 93 alléles connus pour les
HLA-C et environ 500 pour les antigénes de classe II PEA-DR, DQ et DP (nombre

dalleles officiellement assignés par le WHO Nomenclature Committee for Factors of the
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HLA system- aotit 2000). Puisque chaque antigéne A peut étre exprimé 2 la surface
cellulaire avec n'importe lequel des antigénes B, C ou DR, le nombre d'haplotypes
différents possibles dans une population est trés grand. En plus, avec deux chromosomes

non-identiques, le nombre de génotypes est aussi trés grand.

Les molécules du CMH sont responsables du fonctionnement normal du systéme
immunitaire puisqu'elles sont nécessaires aux interactions cellulaires. Ces molécules sont
divisées en molécules de classe I et de classe II selon leur structure, fonction et

distribution tissulaire (McCluskey et al., 1989).

Les polypeptides de classe I sont codés par 3 loci différents, soient les régions A,
B et C chez I'humain et K, D et L chez la souris. Les molécules de classe I sont
composées d'une chaine lourde polypeptidique liée de fagon non-covalente A un petit
polypeptide: la B,-microglobuline (Garrett et al., 1989). Les antigénes de classe I du
CMH sont exprimés a la surface d'une vaste majorité de cellules nucléées (Zinkernagel et
Doherty, 1974). On les retrouve en abondance sur les cellules lymphoides, un peu moins
sur les cellules du foie, des poumnons et des reins et trés peu sur les cellules du cerveau et

des muscles (Janeway, 1996).

Les polypeptides de classe II, pour leur part, sont codés dans la région D chez
I'humain et dans la région I (immune) chez la souris. Puisque plusieurs génes sont
retrouvés dans chacune de ces régions, les molécules HLA-D et H-2I se retrouvent sous-
divisées en molécules DP, DQ et DR ainsi que I-A et I-E respectivement (Klein, 1986).
Les molécules de classe II sont des glycoprotéines transmembranaires constituées de
deux chaines polypeptidiques différentes, les chaines o et B (Kaufman er al., 1984).
Contrairement aux antigénes de classe I, les antigénes de classe II du CMH sont exprimés
sur une moins grande variété de cellule. On les retrouve principalement sur les cellules
présentatrices d'antigéne professionnelles comme les cellules dendritiques, les
macrophages et les lymphocytes B et sur les cellules épithéliales thymiques (Weenink et
Gautam, 1997). Ces molécules, tout comme les molécules de classe I, sont aussi régulées

a la hausse et 2 la baisse selon différents stimulus. Par exemple, I'IFN-y augmente
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I'expression a la surface des molécules du CMH de classe I et II (Billiau, 1996). La
régulation  la hausse de l'expression des molécules du CMH a été un des premiers effets
biologiques attribué a I'TFN-y. La voie de présentation des antigénes par les molécules de
classe II du CMH est constitutivement active dans les cellules présentatrices d'antigéne
professionnelles. Cependant, comme les molécules de classe I du CMH, I'expression des
molécules de classe II est fortement inductible, par I'IFN-y, sur la plupart des cellules.
L'expression induite par I'FN-y des molécules du CMH 3 la surface cellulaire résulte
d'une régulation a la hausse de plusieurs génes différents, dont leurs produits contribuent
a différentes étapes dans la voie de présentation des antigenes. Ces différents genes, tel
que les chaines o et B qui composent les molécules de classe I du CMH, la chaine
invariante (Ii), et les chaines o et B qui forment les HLA-DM, sont requis pour
l'expression normale des antigénes de classe II 2 la surface (Cresswell, 1994; Wolf et
Ploegh, 1995) et régulé par un seul facteur de transcription inductible par I'TFN-y, CIITA
(class II transactivator) (Chang et Flavell, 1995; Kem et al., 1995). En absence de ce
facteur, I'expression constitutive et inductible des molécules de classe II est perdue.
Ainsi le CIITA forme avec d'autres protéines un complexe de transcription obligatoire a
I'expression des différentes composantes essentielles 4 la voie de présentation des

antigénes par les molécules de classe II du CMH.

Le role physiologique des molécules du CMH consiste en la présentation de
fragments d'antigénes (peptides) dérivés de protéines présentes 2 l'intérieur de la cellule
aux lymphocytes T (Watts, 1997). Cette présentation est tout d'abord essentielle au
développement des cellules T dans le thymus. En effet, les molécules du CMH
permettent aux cellules T immatures de subir les sélections positives et négatives. Au
cours de ces sélections, les cellules T sont éduquées a reconnaitre les antigénes dans un
contexte du soi, c'est-a-dire liés aux molécules du CMH du soi. Ce contexte est appelé la
restriction au soi (Zinkernagel et Doherty, 1974). Cette restriction est trés importante
dans la stimulation et la suppression des réponses immunes ainsi que dans la lyse
cellulaire. Ces sélections permettent également d'éliminer une grande partie des cellules
T potentiellement autoréactives, c'est-a-dire qui reconnaissent des fragments peptidiques

du soi. En résumé cette double sélection permet d'obtenir un répertoire de cellules T
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restreint pour le CMH et autotolérant. La présentation de peptides par les molécules du
CMH est aussi essentielle 3 l'activation des mécanismes immunitaires exercés par les
cellules T. Dans ce cas, les récepteurs des ce_:llules T (TCR) reconnaissent de petits
peptides antigéniques dérivés de protéines modifiées, étrangéres ou provenant d'agents
infectieux, en association avec les molécules du CMH. Les complexes formés des
molécules du CMH et de l'antigéne forment donc le ligand reconnu par les cellules T
(Benacerraf, 1981). Ces complexes permettent aux cellules T d'identifier des cellules
infectées, transformées et étrangeres des cellules normales. Donc, les molécules du CMH
ont un rdle important dans le développement des cellules T ainsi que dans le
développement des réponses des cellules T. Afin de produire une réponse appropriée
contre des micro-organismes infectieux, les cellules T doivent étre capables de distinguer
le matériel venant du compartiment cytosolique de celui qui provient du compartiment
vésiculaire. Cette distinction est possible puisque les antigénes de classe I et de classe II
du CMH different par le type d'antigénes présentés. Les molécules de classe I du CMH
présentent des peptides générés dans le cytosol aux cellules T cytotoxiques, les
lymphocytes T CD8", alors que les molécules de classe II du CMH présentent des
peptides générés dans le systtme de vésicule de la cellule, aux lymphocytes T
CD4*(McCluskey et al., 1989).

D'autres systémes d'antigénes que ceux du CMH jouent un réle considérable dans
les rejets des allogreffes, les systémes mineurs d'histocompatibilité (Goulmy, 1996;
Simpson et Roopenian, 1997). Ces antigénes mineurs sont des peptides dérivés des
protéines du soi qui varient parmi la population, comme les protéines mitochondriales, ou
les protéines reliées au sexe, comme l'antigéne spécifique maile, H-Y (Pattison et
Krensky, 1997). Dans le cas ol plusieurs loci mineurs seraient différents entre le
donneur et le receveur, la réaction du rejet pourrait étre importante (Pattison et Krensky,
1997). Ces antigénes jouent surtout un role significatif quand le donneur et le receveur
sont compatibles au niveau des molécules du CMH (Perreault et al., 1998; Simpson,
1998) et un rdle particuliérement pertinent dans les maladies du greffon contre I'hdte
(GVHD) retrouvées dans la transplantation de moelle osseuse (Berger et al., 1994;

Murphy et al., 1991). Les antigénes mineurs deviennent également des cibles
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immunogéniques critiques dans les rejets chroniques de greffes vascularisées (Valujskikh
etal., 1999).

1.2.2 Les cellules présentatrices d'antigéne

Les cellules présentatrices d'antigéne sont des cellules spécialisées dans la
présentation d'antigéne via leurs molécules du CMH. Ces cellules captent et dégradent
les antigénes en fragments peptidiques afin de les présenter a leur surface. Ces cellules
expriment 2 la surface des molécules essentielles aux signaux secondaires d'activation,
les molécules de co-stimulation. Ces molécules de co-stimulation sont définies comme
étant des stimulus, délivrés en paralléle avec les signaux au TCR, nécessaires 2 une
activation optimale des cellules T. En absence de ces signaux, les cellules T ne pourront
proliférer et ainsi exercer une réponse adéquate. La molécule de co-stimulation la mieux
caractérisée demeure la molécule CD28. Lorsque celle-ci interagit avec les molécules
B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86), il y a une augmentation dans la prolifération et dans la
synthése de I'IL-2. L'interaction de CD28 avec ces ligands induit également 1'expression
de la protéine anti-apoptotique Bcl-X; (Lenschow et al.,, 1996). Les principales CPA
sont les cellules dendritiques, les macrophages et les cellules B. Les cellules dendritiques
sont probablement les cellules qui ont le plus grand potentiel de stimulation retrouvé dans
les rejets de greffes (Setum er al., 1990; Steinman, 1991). Ces cellules sont les
leucocytes passagers contenus dans les différentes greffes. Le site d'activation des
cellules T est incertain. Il a déja été démontré que les cellules dendritiques qui portent les
alloantigeénes migrent rapidement du greffon aux organes lymphoides secondaire (Larsen
et al., 1990b) mais qu'il est aussi possible, dans les greffes vascularisées, que les cellules
T soient activées par les cellules dendritiques directement au site du greffon. Cette méme
€quipe, a également démontré une migration des cellules dendritiques a la rate (Larsen et
al., 1990a). Les CPA sont tres importantes dans l'immunité retrouvée dans la
transplantation. L'activation, la prolifération et la différenciation des lymphocytes
alloréactifs sont dépendantes de la présentation efficace des allopeptides et des

interactions essentielles des molécules de co-stimulation entre les CPA et les cellules T.
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Les réponses des cellules T sont aussi régulées par les CPA, puisque ces cellules
délivrent aussi des signaux inhibiteurs (Arakelov et Lakkis, 2000).

1.3 Les lymphocytes T

Les cellules souches hématopoiétiques dans la moelle osseuse se différencient en
deux lignées principales, les cellules souches lymphoides et les cellules souches
myéloides. Parmi les cellules souches lymphoides, on retrouve les cellules pré-T et pré-
B. Les cellules pré-T vont migrer au thymus afin de devenir des cellules T matures.
Elles vont alors proliférer et évoluer afin d'exprimer et de sélectionner leurs répertoires.
Ces cellules vont finalement se différencier en diverses sous-populations de cellules T.
Les lymphocytes T matures vont, par la suite, quitter le thymus et circuler dans le sang et
la lymphe ot ils circuleront d'un organe lymphoide secondaire 2 un autre, comme la rate
et les ganglions (von Andrian et Mackay, 2000). Le réle ultime des lymphocytes T est la
reconnaissance du soi modifi€. Ces cellules reconnaissent des antigénes du non-soi liés a
des molécules du CMH du soi, via un récepteur spécifique, le récepteur des cellules T
(TCR). Ce récepteur posseéde donc, une double reconnaissance, celle du soi et celle de la
modification du soi. Ce récepteur, qui forme un complexe avec les molécules CD3, est
exprimé 2 la surface de toutes les cellules T. On retrouve deux types différents de TCR,
le TCR of et le TCRY3. Le TCRaf qui est composé d'une chaine o et d'une chaine P est
le récepteur qui est exprimé sur la majorité des cellules T périphériques. Les récepteurs
¥d qui sont la composition d'une chaine ¥y et d'une chaine § se retrouvent sur seulement
environ 5% de tous les thymocytes (Janeway, 1996). Leur distribution est aussi
beaucoup plus limitée. Le pourcentage de cellules T y8 retrouvées dans les organes
lymphoides secondaires se situe entre 1-3%. Par contre, elles sont la population majeure
de cellules T retrouvées dans la peau et dans l'épithélium intestinal et pulmonaire
(Goldsby, 2000). Au contraire des cellules T of, ces cellules ne circulent pas dans
I'organisme, elles restent localisées aux tissus ol elles sont logées. Le role des cellules y§
est peu documenté, étant donné que leurs véritables fonctions a I'intérieur du corps
humain ne sont pas clairement identifiées. Ces cellules semblent avoir des fonctions dans

les premiéres lignes de défense (Haas er al., 1993). Leur réactivité sélective contre
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certains micro-organismes et surtout contre des protéines de stress (Goldsby, 2000) en
font de bonnes sentinelles d'agression au sens large. Certaines cellules T y8 peuvent
exercer la lyse de cellules tumorales sans restriction pour les molécules du CMH,
indiquant ainsi que leurs fonctions pourraient étre semblable aux cellules NK (Goldsby,
2000). Puisque ces cellules ont aussi la propriété de migrer a 1'épithélium mucosal et 2 la
peau, il est possible qu'elles jouent un réle important dans les rejets de greffe de peau,
d'intestin, et de poumon (Hall, 1991). Ceci pourrait peut-étre expliquer en partie la
vulnérabilité de ces organes au rejet, comparée aux reins, au cceur et au foie (Hall, 1991).
Certaines expériences ont démontré que quelques lymphocytes T 8 étaient alloréactifs,
possédaient une activité cytolytique et avaient la capacité de produire des cytokines
(Ciccone et al., 1988; Cron et al., 1989; Matis et al., 1987). Cependant, une autre étude a
démontré que ces cellules ne contribuent d'aucune fagon aux rejets de greffe (Eto et al.,
1994).

Les lymphocytes T reconnaissent des antigénes qui ont été générés a l'intérieur
des cellules de l'organisme et qui sont déployés a la surface cellulaire. Ces antigénes
peuvent dériver de pathogénes qui se répliquent a l'intérieur méme des cellules, comme
les virus ou les bactéries intra-cellulaires, ou de pathogenes et de leurs produits que les
cellules internalisent, par endocytose, des liquides extra-cellulaires. Ces deux types
d'antigéne sont reconnus par deux types de cellules distinctes, les lymphocytes T CD8" et
les lymphocytes T CD4" respectivement. Ces lymphocytes possédent un TCR op
puisque les cellules yd n'expriment pas en général les molécules accessoires CD4 et CD8

(Benjamini, 1996).

La sous-population majeure de cellules T est la population de lymphocytes T
auxiliaires, les cellules T CD4". Ces lymphocytes sont restreints aux molécules de classe
Il du CMH. Alors, afin d'étre activées, de proliférer et d'exercer leurs fonctions
auxiliaires, les cellules T CD4" doivent absolument reconnaitre des antigénes liés aux
molécules de classe I du CMH. Ce réle de cellules auxiliaires est attribuable 2 leur
grande importance dans la régulation des réponses cellulaires et humorales. Ces

lymphocytes, une fois activés, forment deux populations cellulaires distinctes définies
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selon leur activité fonctionnelle, les cellules Thl et Th2 (Del Prete er al., 1991; Mosmann
et al., 1986).

Au contraire des cellules T CD4", les cellules T CD8* sont restreintes aux
molécules de classe I du CMH. Ces molécules ont pour rdle de présenter des antigénes
endogenes a la cellule, donc les cellules reconnues sont dans la plupart des cas, des
cellules infectées. D'autres cellules, comme des cellules transformées ou étrangeres
(allogéniques) peuvent également étre les cibles des cellules T CD8*. Ces cellules T
possédent un réle cytotoxique puisqu'elles détruisent les cellules reconnues. Une fois
stimulées, ces cellules ne pourront détruire que les cellules qui présentent les peptides
antigéniques en association avec les molécules de classe I du CMH. Pour leur activation,
la majorité des cellules T CD8" nécessitent la coopération des cellules T CD4* (Bell et
al., 1990; Yamamoto ez al., 1990). Les lymphocytes T CD4* produisent les facteurs de
croissance et de différenciation nécessaires a 1'expansion clonale et la maturation des
cellules T CD8" en cellules T cytotoxiques (Abbas ez al., 1996). Ces cellules constituent,
aprés les cellules T CD4", le deuxiéme mécanisme effecteur majeur de la réponse

immunitaire cellulaire.

Les cellules T sont vraisemblablement les cellules les plus importantes dans
I'initiation du rejet de la greffe. Plusieurs études ont démontré 1'importance des cellules
T CD4" dans les rejets de greffe. Le role critique de ces cellules dans le rejet des
allogreffes a premiérement ét€ établi par l'absence de rejet chez les souris
thymectomisées a la naissance (Miller, J. F. A. P., 1962) et de souris nude (Corley et
Kindred, 1977). Une étude basée sur l'utilisation d'anticorps monoclonaux spécifiques
aux molécules CD4 et CD8, a également démontré le rdle clé des cellules T CD4" dans le
rejet des allogreffes (Cobbold ez al., 1986). Une autre étude utilisant des souris
déficientes pour les cellules T CD4" ou les cellules T CD8* a démontré que malgré une
absence totale de cellules T CD8®, le tissu greffé était rejeté (Krieger ef al., 1996). Cette
étude a par le fait méme démontré la présence essentielle des cellules T CD4* dans
I'initiation d'un éventuel rejet. D'autres auteurs ont aussi démontré, par des expériences

de transfert adoptif de cellules T CD4" provenant de souris déficientes en cellules T
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CD8, que les cellules T CD4"* seules sont suffisantes pour induire un rejet de greffe de
peau (Dalloul et al., 1996a; Yamamoto et al., 1998). Une expérience réalisée avec des
rats irradiés a aussi démontré que le transfert de cellules T CD4" et de cellules T CD8*
restaure plus efficacement le rejet que le transfert de cellules T CD4" seules (Hall et al.,
1985). Dans cette méme expérience, les cellules T CD8" seules sont incapables de rejet.
Donc, ces expériences permettent de conclure que le rejet de greffe est dépendant des
cellules T CD4* mais que des cellules autres que celles-ci, peuvent aussi agir en tant

qu'effecteurs conduisant au rejet.

Tel que mentionné précédemment, les organes transplantés provenant de donneurs
qui expriment des molécules du CMH différentes a ceux du receveur, seront rapidement
rejetés par le systtme immunitaire. Les tissus greffés peuvent étre rejeté pour une
différence aussi petite qu'un acide aminé entre les différentes molécules du CMH
(Janeway, 1996). Cette réaction immunitaire rapide résulte de la présence d'un grand
nombre de cellules T, entre 1-10% de toutes les cellules T périphériques d'un individu,
qui sont spécifiquement réactives aux molécules du CMH du non-soi (Ford e al., 1975;
Jones, 1973; Kaye et Janeway, 1984; Lindahl et Wilson, 1977; Wilson et Blyth, 1968).
Depuis des années, plusieurs théories différentes sur les bases moléculaires des
alloréponses ont été proposées afin d'expliquer cette trés grande fréquence de cellules T
alloréactives. Cependant, il n'y a seulement que deux hypothéses majeures qui semblent
soutenir la présence de cette grande proportion de cellules T alloréactives. La premiére
repose sur un modele de complexité binaire. Ce dernier propose que chacune des
molécules du CMH allogéniques peut s'apparier avec un trés grand nombre de fragments
peptidiques différents, laissant ainsi place 2 une trés grande diversité de complexes
antigéniques disponibles pour I'activation des cellules T (Matzinger et Bevan, 1977). De
plus, certaines études, en accord avec cette théorie, ont aussi démontré que les réponses
des cellules T alloréactives sont dépendantes des peptides associés aux molécules du
CMH (Demotz et al., 1991; Eckels et al., 1988; Heath et al., 1989; Rock et Benacerraf,
1984). A son tour, la seconde hypothése est quant a elle basée sur un modéle de haute
densité des déterminants. Celui-ci suggére que les cellules T alloréactives interagissent

principalement avec des molécules allogéniques du CMH via la reconnaissance de
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résidus polymorphiques (Bevan, 1984). Ainsi, contrairement au premier modeéle, cette
théorie suggere que les peptides liés aux molécules du CMH n'‘occuperaient pas un role
clé dans I'activation des cellules T alloréactives. On expliquerait plutét la vigueur des
réponses alloréactives par une forte densité des molécules allogéniques 2 la surface des
cellules qui conséquemment entrainerait, peu importe 1'affinité des TCR, I'activation des
cellules T alloréactives. Toutefois, ces deux hypothéses ne sont pas mutuellement
exclusive puisquil existe plusieurs évidences démontrant que les molécules du CMH
ainsi que les fragments peptidiques liés  ces molécules peuvent de fagon indépendante
contribuer aux réponses alloréactives (Lechler et al., 1990; Sherman et Chattopadhyay,
1993). Ce sont les lymphocytes T alloréactifs, qui vont participer aux réactions
impliquées dans les rejets de greffes. Les cellules T CD4* pourront rejeter les allogreffes
comportant des différences pour les molécules de classe I du CMH, tandis que les
cellules T CD8" rejetteront les allogreffes disparates au niveau des molécules de classe I
du CMH. Cependant plusieurs expériences ont démontré que les cellules T CD4*
peuvent aussi rejeter des greffes différentes pour les molécules de classe I du CMH, mais
les mécanismes effecteurs impliqués dans ces rejets sont incertains, puisque certains de
ces travaux sont contradictoires. Une étude a démontré que les cellules T CD4* seules
sont suffisantes pour le rejet de greffe de peau comportant des dissimilitudes pour les
molécules de classe I du CMH, en absence de cellules T CDS8*, par la voie indirecte
d'alloréactivité (Dalloul et al., 1996b; Sawada et al., 1997). Des souris déficientes pour
les cellules T CD8" rejettent aussi des greffes de peau avec des variabilités pour les
molécules de classe I et de classe I du CMH sans délai comparé aux souris CD8**
(Dalloul ef al., 1996b). De plus, certains auteurs ont observé que le rejet était exercé par
des anticorps anti-classe I produits par les cellules B, et ce avec I'aide des cellules T
CD4" auxillaires (Gracie et al., 1990; Morton et al., 1993; Sawada er al., 1997). Une
autre €tude, quant a elle, démontre que les cellules T CD4* ménent au rejet sans l'aide
d'anticorps et de cellules T CD8* (Wise et al., 1999). Auchincloss et ses collégues ont
également démontré l'implication des cellules T CD4* dans le rejet d'allogreffes
différentes pour les molécules de classe I du CMH. Ces cellules seront importantes pour
l'activation des cellules T CD8*, qui 2 leur tour pourront reconnaitre les cibles

allogéniques via les les molécules de classe I du CMH (Auchincloss et al., 1993).
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1.4 Les voies d'alloréactivité directe et indirecte

La réponse immunitaire menant au rejet de la greffe est exercée par les
lymphocytes T alloréactifs activés en réponse aux antigénes du non-soi via deux voies
d’alloréactivité distinctes : la voie d’alloréactivité directe et la voie d’alloréactivité
indirecte (Figure 1). Ces deux voies ont été proposées au début des années 1980 par
Lechler et Batchelor (Lechler et Batchelor, 1982) suite 2 des travaux impliquant des
greffes de rein. Briévement, leur équipe a transplanté une seconde fois des premiéres
allogreffes de rein chez des hdtes identiques aux premiers. Ils ont alors observé une
grande réduction dans l'immunogénicité des greffes, attribuable 2 la perte des cellules
dendritiques passagéres dérivées du donneur original. Cependant, ils ont tout de méme
observé des rejets en absence d'immunosuppression. C'est 2 la suite de ces expériences
qu'ils ont proposé l'existence de deux voies d'alloreconnaissance. Dans la voie directe
d'alloréactivité, les cellules T alloréactives reconnaissent une molécule du CMH
allogénique intacte sur les CPA retrouvées au site du greffon (non-soi). En général, les
cellules T CD4" reconnaitront directement les molécules du CMH de classe II, tandis que
les cellules T CD8" reconnaitront les molécules du CMH de classe I. Cette voie a été la
premiére et longtemps la seule a étre considérée lors des rejets de greffe. Cette voie est
en fait unique 2 la transplantation. Etant donné la force des réactions mixtes
lymphocytaires (MLR) allogéniques, il est suggéré que la voie directe d’alloréactivité soit
prédominante dans les rejets de greffe et qu'elle soit la principale voie responsable du
rejet aigu (Bradley, 1996; Lechler et Batchelor, 1982; Pattison et Krensky, 1997). En
effet, cette voie entraine une réponse proliférative trés élevée puisque la fréquence des
cellules T qui reconnaissent directement une molécule du CMH est 100 fois plus élevée
que celle des cellules T qui y répondent indirectement (Auchincloss et Sultan, 1996; Liu
et al.,, 1993). Lafferty et ses collégues ont démontré une survie prolongée lors d'une
expérience de greffe dépourvue de CPA allogéniques en absence d'immunosuppression
(Coulombe et al., 1996). De plus, une autre étude a démontré la survie prolongée d'une
greffe vascularisée démontrant une compatibilité parfaite pour les antigénes de classe I du

CMH et une survie indéfinie des reins dans le tiers des receveurs avec une compatibilité
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Figure 1: Schéma représentant les voies d'alloréactivité directe et indirecte.
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pour les antigénes de classe II du CMH (Pescovitz et al., 1984). Lechler et Batchelor ont
également démontré le retour de I'immunogénicité par addition de cellules dendritiques
des souris d'oll provenaient les greffons (Lechler et Batchelor, 1982). Puisque la
fréquence des cellules T qui répondent 2 un stimuli allogénique est grande, la

compatibilité pour les molécules du CMH est trés importante.

Cette compatibilité est tout aussi importante dans la voie indirecte d'alloréactivité,
puisque les molécules du CMH y jouent aussi un trés grand role. Dans cette voie
d’alloréactivité, les cellules T allogéniques reconnaissent des alloantigénes du CMH ou
mineurs d'histocompatibilité dérivés du donneur qui, suite 3 leur apprétement sont
présentés sous la forme de peptides antigéniques par les molécules du CMH 2 la surface
des CPAs du receveur. Cette voie d’alloréactivité est analogue 2 celle utilisée par les
cellules T dans la reconnaissance d’antigénes protéiques, c’est-a-dire 4 la voie classique
de présentation des antigénes exogénes (Bradley, 1996; Sayegh et Carpenter, 1996). Il
est suggéré que cette voie d’alloréactivité pourrait jouer un role essentiel dans les rejets
chroniques (Bradley, 1996; Sayegh et Carpenter, 1996; Shirwan, 1999). La fréquence de
cellules T activées dans cette voie est trés faible. Liu et ses collégues (Liu ef al., 1993)
ont observé que les cellules T impliquées dans la voie indirecte d'alloreconnaissance sont
cent fois moins fréquentes que les cellules T qui participent dans la voie directe. De plus
une étude récente a démontré que le pourcentage de cellules T qui répondent via la voie
indirecte d'alloréactivité représente 10% du nombre total de cellules T alloréactives
retrouvées dans les rejets de greffe de peau (Benichou et al., 1999). Méme si cette voie
est moins puissante que la premiére, des études ont démontré que le rejet peut étre initié
par la voie indirecte d'alloréactivité (Auchincloss et al., 1993) et que dans certains cas le
rejet dépendant de réponses indirectes se manifeste plus rapidement que le rejet
dépendant de réponses directes (Gould et Auchincloss, 1999; Lee et al., 1997). Donc, la
différence fondamentale entre ces deux voies d'alloréactivité réside dans la population
des CPA responsables des réponses des cellules T. Dans la voie directe d'alloréactivité,
la population de CPA provient du greffon lui-méme. Selon les connaissances actuelles
des mécanismes de base de l'immunologie, ces cellules doivent alors quitter la greffe et

migrer vers les organes lymphoides secondaires drainant pour qu'une interaction avec les
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cellules T soit possible. Au contraire, dans la voie d'alloréactivité indirecte, ce sont les
CPA du soi qui permettent I'activation des cellules T dans les organes lymphoides
secondaires drainant, puisque les CPA professionnelles, c'est-a-dire les CPA capables

d'activer des lymphocytes T naifs, sont localisées exclusivement dans ces organes.

1.5 Mécanismes effecteurs des lymphocytes T CD4*

Une fois activées, les cellules T CD4* vont exprimer différentes molécules
nécessaires a l'activation des autres cellules de l'immunité, comme la molécule CD40L..
Celle-ci lie la molécule CD40 présente, entre autres, sur les CPA et les cellules
endothéliales (Foy et al., 1996). Comme exemple, la liaison de CD40L 2 la molécule
CD40 présente sur les cellules endothéliales, entraine une augmentation dans I'expression
de diverses molécules d'adhésion cellulaires essentielles 2 la migration des leucocytes aux

sites de l'inflammation (Grewal et Flavell, 1998).

Les cellules T CD4" peuvent également synthétiser et sécréter différentes
cytokines qui interviennent dans I’activation et la différenciation d’une variété de
cellules, telles les cellules T CD8" (Kalams et Walker, 1998; Lee et al., 1994; Popov et
al., 1995; Rosenberg et al., 1991), les lymphocytes B (DeKruyff et al., 1993; Gonzalez et
al., 1995; Morton et al., 1993; Steele et al., 1996), et les macrophages (Goto et al., 1997,
Pattison et Krensky, 1997; Sirak et al., 1997; Valujskikh er al., 1998). Ces cellules
nouvellement activées pourront & leur tour produire une grande variété de cytokines,
facteurs de croissance et d’alloanticorps, qui tous ensemble pourront contribuer a la
destruction du greffon. Les cellules T CD4* activées forment deux populations
cellulaires distinctes définies selon leur activité fonctionnelle, c'est-a-dire selon leur
patron de sécrétion de cytokines, les cellules Thl et Th2 (Abbas et al., 1996; Del Prete et
al., 1991; Mosmann et al., 1986). Tandis que les cellules Thl produisent principalement
de I'L-2, de I'IFN-y et la lymphotoxine (LT / TNF-), les cellules Th2 produisent de I'IL-
4,IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 et de I'L.-13 (Zhai e? al., 1999). Certaines études ont démontré
que les cellules effectrices qui conduisent au rejet de la greffe possédent un phénotype

Thl alors que les réponses Th2 pourraient y jouer un role protecteur ou régulateur
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conduisant a la survie de I'allogreffe (Chen et al., 1994; Davies et al., 1996; Sayegh et al.,
1995; Takeuchi er al., 1992). D'autres études suggerent que selon diverses circonstances,
les cellules T CD4* Th2 peuvent aussi étre capable d'induire le rejet d'allogreffes de cceur
(Chan et al., 1995; Piccotti et al., 1996; VanBuskirk et al., 1996b) ou de rejet de greffes
de peau comportant des différences au niveau des antigénes mineurs d'histocompatibilité
(Zelenika et al., 1998). Les réponses de type Thl pourraient contribuer au rejet puisque
que I'IL-2 et I'TFN-y peuvent amplifier les réponses CTL et DTH, en plus de permettre
l'activation des macrophages et de la production d'anticorps fixant le complément
(Dallman, 1995; Fitch er al., 1993; Nickerson et al., 1994; Romagnani, ; Seder et Paul,
1994). Au contraire, les réponses Th2 pourraient permettre la survie des allogreffes, par
leur sécrétion d'TL-4 et d'IL-10 qui inhibent le développement des réponses Thl et qui
possédent des fonctions antagonistes aux différentes activités de I'TFN-y (Fitch et al.,
1993; Romagnani, ; Seder et Paul, 1994), permettant ainsi une modulation 2 la baisse des
réponses CTL et DTH dirigées par les cellules de type Thl. Les cellules Th2 pourraient
aussi conduire a I'absence de rejet de la greffe en déviant la production d'anticorps vers
des anticorps de type IgE, qui ne fixent pas le complément (Lakkis, 1998a). Toutefois,
d'autres suggérent que les cellules Th2 pourraient fournir 1'aide aux cellules B pour la
production d'alloanticorps (Hall, 1991). Le réle précis de ces deux sous-populations de

cellules T dans les rejets demeure a étre résolu.

1.6 Les cytokines

Malgré l'identification des réles des cytokines in vitro, les fonctions in vivo sont
difficiles & déterminer & cause de leur redondance, leur pléiotropisme et le fait qu'une

seule cytokine peut avoir des effets multiples sur une méme cellule (Lakkis, 1998a).

La premiére cytokine produite par les cellules T nouvellement activées est 1'IL-2.
Cette cytokine induit, par sa liaison avec le récepteur de I'L-2, la prolifération des
cellules T. L'IL-2 peut agir de fagon autocrine, c'est-a-dire sur la méme cellule qui la
produite, ou de fagon paracrine, c'est-a-dire sur les cellules avoisinantes. Cette cytokine

permet également la différenciation du type de cellules Thl. On a cru pendant longtemps
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que ITL-2 était une cytokine essentielle au rejet de la greffe, jusqu'a ce que des souris
déficientes pour cette cytokine soient disponibles. Ces souris peuvent rejeter des
allogreffes d'lots (Nickerson et al., 1994; Steiger et al., 1995), et ce probablement 2
cause de la présence d'autres facteurs de croissance des cellules T comme I'IL-4, IL-7, IL-
10 IL-12 et I'IL-15 qui rendent la prolifération indépendante de 1'IL-2 (Nickerson et al.,
1994). Les souris déficientes en IL-2 peuvent également rejeter des allogreffes de coeur
vascularisé (Dai et al., 1998).

Une autre cytokine clé impliquée dans les rejets d'organes est I'TFN-y (Pattison et
Krensky, 1997). Cette cytokine et I'L-2 contribuent 2 la destruction du greffon de
plusieurs fagons incluant: le recrutement et l'activation des macrophages (Azuma et al.,
1995; Chen et al., 1996; Chen et al., 1996; Russell, 1995; VanBuskirk er al., 1996a),
l'activation des cellules endothéliales (Pattison et Krensky, 1997), l'augmentation de
l'expression des molécules du CMH (Halloran et al., 1986), des protéines de transport
associées a la présentation de l'antigéne (Pattison et Krensky, 1997), des molécules de co-
stimulation (Freeman et al., 1995; Kuchroo et al., 1995; Ohshima et Delespesse, 1997) et
des chémokines (Fairchild et al., 1997; Nadeau et al., 1996) dans la greffe. Ces cytokines
permettent également l'induction du changement de classe des anticorps de type Ig pour
des anticorps fixant le complément IgG2a (Paul et Seder, 1994) en plus de fournir I'aide
pour I'induction de la cytotoxicité spécifique a la greffe par les cellules T CD8* (Dallman,
1995; Nickerson et al., 1994). Cependant, les souris déficientes pour la production

d'IFN-y sont capables de rejet de greffe (Konieczny er al., 1998; Saleem et al., 1996).

LTL-4 est une cytokine clé dans le développement des réponses Th2 et dans la
différenciation des cellules B. Elle est importante pour la prolifération et la production
d'anticorps des cellules B. Cette cytokine en association avec I'TL-5, I'IL-6 et I'IL-13, est
également impliquée dans la commutation isotypique des immunoglobulines, par

exemple elle augmente la production des IgGl.

L'IL-5 est une cytokine responsable de la prolifération, l'activation et le

recrutement tissulaire des éosinophiles (Foster et al., 1996; Kopf et al., 1996; Nakajima



34

et al., 1992; Sanderson, 1992). Le rdle de ces cellules dans les rejets de greffe semblerait
étre important lorsque les mécanismes habituelle ient impliqués sont inhibés par une
réponse de type Th2 dominante (Chan et al., 1995; Goldman et al., 2001; Martinez et al.,
1993a; Matesic et al., 1998b). Les éosinophiles activés produisent une variété de
molécules toxiques, comme la protéine basique majeure (MBP) et des protéines
cationiques (Kroegel er al., 1994) qui comme les produits des macrophages peuvent
causer beaucoup de dommage tissulaire au greffon. Le réle précis de ces cellules dans les

rejets est toutefois encore incertain.

LTL-6 est une cytokine pléiotropique impliquée dans la régulation des réponses
immunes, les réactions inflammatoires aigués et de I'hématopoiese (Kishimoto et al.,
1992). Cette cytokine stimule la croissance des lymphocytes B activés a une phase
tardive de leur différenciation en plasmocyte (Janeway, 1996) et a également été
observée pour induire la différenciation Th2, in vivo, en stimulant la production d'TL-4
par les cellules T activées (Rincon et al., 1997). L'IL-6 posséde aussi plusieurs propriétés

anti-inflammatoires (Tilg et al., 1994; Xing et al., 1998).

LTL-10 est une cytokine principalement produite par les cellules Th2, les
macrophages et les cellules T CD8*. Cette cytokine inhibe, entre autres, I'activité des
cellules NK, la production de cytokines Thl et I'activité des macrophages (Conti et al.,
2003). LTL-10 possede également des effets immunostimulatoires sur les cellules B et
sur le développement des cellules T cytotoxiques (Conti et al., 2003). Le rdle de cette
cytokine dans la transplantation est contreversé (Bromberg, 1995). Cette cytokine qui est
aussi produite par les cellules B et les CPA, posséde des effets immunostimulatoires et
immunosuppresseurs (Pattison et Krensky, 1997). L'TL-10 est retrouvée dans des
allogreffes tolérées, mais parfois absente de greffes rejetées (Pattison et Krensky, 1997).
L'inhibition de I'IL-10, avec des anticorps spécifiques, conduit directement au rejet de la
greffe (Gorczynski et Wojcik, 1994). Par contre, I'addition de protéines de fusion IL-10-
Fc accélere le rejet d'ilots (Zheng et al., 1995).
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LTL-12 est en majeure partie sécrétée par les cellules dendritiques (Sousa e al.,
1997) et les macrophages (Trinchieri, 1995). Cette cytokine, avec I'TFN-y, posséde un
role majeur dans la différenciation des cellules Thl (Zhai et al., 1999). L'IL-12, en plus
d'induire la production d'IFN-y par les cellules NK et par les cellules T, augmente la

génération de cellules cytotoxiques (Trinchieri, 1995).

LIL-15 qui n'est pas une cytokine produite par les cellules T, exerce des fonctions
mitogénes pour les cellules NK et les cellules T. Cette cytokine peut, en effet, lier la
chaine B du récepteur de I'IL-2 (Russell er al., 1993). Plusieurs études ont démontré la
présence €levée de cette cytokine dans différentes allogreffes rejetées de reins et de
poumons (Lewis et al., 2001; Weiler et al., 2001) (Rizzo et al., 2000). Une expérience a
¢galement démontré la survie d'allogreffes de coeurs en présence de récepteurs solubles
de I'IL-15 (Smith et al., 2000). Cependant, une autre étude a démontré I'absence d' IL-15
dans le rejet d'allogreffes cardiaques (Alvarez et al., 2001). Le role de I'IL-15 dans les
rejets de greffes demeure a étre résolu, quoique la majorité des études démontrent un rdle
important de cette cytokine, surtout dans allogreffes de reins, en plus d'étre une cible
thérapeutique potentielle pour prévenir le rejet associé a la greffe de nouveaux organes
(Lewis et al., 2001; Smith et al., 2000).

Le TNF est une cytokine pro-inflammatoire qui a la capacité d'induire l'expression
des molécules d'adhésion sur les cellules endothéliales, d'augmenter les thromboses
intravasculaires et d'activer les neutrophiles, les €osinophiles et les macrophages (Beutler,
1995). Comme I'IL-1, le TNF exerce aussi une inflammation locale des tissus (Dinarello,
1996). De plus, l'interaction du TNF avec son récepteur, TNF-R1, conduit 2 la mort
cellulaire via des mécanismes d'apoptose (Josien et al., 1998). Une étude réalisée avec
des souris déficientes pour ce récepteur a démontré une survie prolongée des allogreffes
de coeurs et que cette survie n'était pas attribuable 2 un recruitement diminué des cellules
T mais plutot a la perte de leurs activités (McKee et al., 2002). D'autres études ont
également observé la présence et I'importance du TNF-a et du TNF- (Lt) dans les rejets
et dans la perte des fonctions des allogreffes (Azzawi et al., 1996; Azzawi et al., 1999;

Grenz et al., 2000; Teramoto et al., 1999). D'autres ont démontré que les niveaux



36

d’ARNm correspondant au TNF-o sont maximals lorsque les greffes sont nécrosées et
rejétées, et sont minimals dans les greffes syngéniques (Saito et al., 1993). Les fonctions
pro-inflammatoires du TNF suggérent donc qu'elles peuvent jouer un réle important dans
l'initiation et dans la mise en place des réponses alloréactives. Différentes expériences,
par leurs résultats, ont identifi€ le TNF comme un marqueur prédominant dans le rejet
d'allogreffes (Azzawi et al., 1999).

Le rdle exact des cytokine dans les rejets de greffe est difficile a établir puisque
les différentes études démontrent des résultats contradictoires. Ceux-ci sont certainement
dus a la complexité des cascades erigendrées aprés la transplantation (Arakelov et Lakkis,
2000). Les expériences effectuées avec des souris déficientes pour différents génes de
cytokines ou avec des anticorps neutralisants spécifiques ont permis d'établir certaines
conclusions. Premiérement, les actions des cytokines sont extrémement redondantes. En
effet, les souris déficientes pour I'IL-2, I'TL.-4 et I'lFN-y rejettent les greffes malgré le fait
que ces cytokines possédent des fonctions immunostimulatoires importantes in vitro.
Deuxiément, une seule cytokine peut avoir de multiples actions (Lakkis, 1998b). Donc,
dépendamment du contexte, de I'environnement, de la voie d'alloréactivité et de
certainement plusieurs autres facteurs, les cytokines peuvent agir de fagon complétement

différente.

1.7 Autres cellules pouvant participer dans les rejets de greffe

Parmi les cellules infiltrantes de la greffe, certains suggérent que les lymphocytes
T spécifiques représentent moins de 1% des cellules retrouvées (Hutchinson, 1991) tandis
que d'autres affirment que ces mémes cellules sont celles qui prédominent les allogreffes
(Wakabayashi et al., 1986). Toutefois, en plus des contradictions sur les proportions
exactes des cellules infiltrantes les allogreffes, la nature des cellules, autres que les
lymphocytes T, pouvant infiltrer ces greffes est aussi contradictoire. Ces autres cellules
peuvent étre, entre autres, des lymphocytes B (Wakabayashi et al., 1986) , des
macrophages (Dempster, 1977; Gassel et al., 1990; Hancock et al., 1983; Mayer et al.,
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1988; von Willebrand et Hayry, 1978), des neutrophiles (Wakabayashi et al., 1986) et des
cellules NK (Hutchinson, 1991).

1.7.1 Les cellules T CDS8"

Les lymphocytes T CD8", en tuant les cellules qui expriment des molécules de
CMH de classe I étrangéres, ont un rdle important dans les rejets de greffe (Kagi et al.,
1996; Liu et al., 1996). L'activation des cellules T CD8* est induite par les CPA et est
dépendante des cellules T CD4". La liaison de la molécule CD40L, présente sur les
cellules T CD4" activées, 2 la molécule CD40 retrouvée sur les cellules dendritiques
(CPA) fait augmenter I'expression des molécules de co-stimulation B7-1 et de B7-2 en
plus d'induire la production de I'IL-12. Ces changements augmentent I'habileté des
cellules dendritiques a induire la différenciation des cellules T CD8* en lymphocytes T
cytotoxiques (Bennett et al., 1998) (Ridge et al., 1998; Schoenberger er al., 1998).
Toutefois, la présence de cellules T CD8" capable d'activation indépendamment des
cellules T CD4" a été démontré dans certaines souches de souris (Rosenberg et al., 1987;
Sprent et al., 1986). Ces cellules s'activeraient par une autoproduction d'IL-2 (Rosenberg
et al., 1988). Les cellules T CD8", tout comme les cellules T CD4*, ont le potentiel de
produire une grande variété de cytokines. C'est pourquoi on leur attribue aussi l'existence
de deux sous-populations basées sur leur profil cytokinique, les cellules Tcl et Tc2
(Cerwenka et al., 1998; Croft et al., 1994; Dobrzanski et al., 1999; Sad et al., 1995). Les
cellules Tcl produisent de I'TFN-y et du TNF-o, tandis que les cellules Tc2 vont plutdt
produire 1TL-4,I'IL-5, I'IL-10 et I'IL-13 (Dobrzanski et al., 2000). Ces deux classes de
cellules sont toutes deux cytotoxiques (Croft et al., 1994; Kennedy et al., 1996; Sad et
al., 1995) et peuvent également exercées un rejet de greffe de peau (Matesic et al.,
1998a). Les cellules cytotoxiques vont tuer les cellules de l'allogreffe par deux
mécanismes distincts: le premier est la voie des perforines/granzymes qui est exercée par
la sécrétion de granules cytolytiques, et le second par induction de I'apoptose via la voie
Fas/Fas-L (Arakelov et Lakkis, 2000). Des transcrits de granzyme B et de perforines ont
été observés, en grande quantité, dans les rejets aigus (Lipman et al., 1994). De plus, des

transcrits de Fas sont exprimés de fagon constitutive chez des receveurs de cceur
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syngénique et allogénique, quoique l'expression de Fas-L est régulé a la hausse seulement
dans les greffes de souris qui ont rejeté (Larsen et al., 1995). Dans ce méme modeéle de
souris, une inhibition de la voie Fas/Fas-L n'altére pas le processus du rejet. L'inhibition
de la voie des perforines/granzymes n'altére pas non plus les rejets (Schulz et al., 1995).
Donc, ces voies sont probablement plus importantes dans le contréle de la prolifération
des lymphocytes que dans la cytotoxicité directe envers la greffe (Pattison et Krensky,
1997). Des lymphocytes T CD4* peuvent aussi agir comme des CTL (Hancock et al.,
1989; Rosenberg et Singer, 1992). La cytotoxicité de ces cellules serait également exercé
via la voie Fas/Fas-L (Hahn et al., 1995; Van Parijs et Abbas, 1996).

1.7.2 Les lymphocytes B

Les cellules B exercent leurs fonctions effectrices par la sécrétion d'alloanticorps,
c'est-a-dire d'anticorps spécifiques aux molécules du CMH allogéniques. L'activation de
ces cellules est dépendante des CPA et des cellules T activées. La liaison de la molécule
CD40 sur les lymphocytes B activés par les CPA, avec les molécules CD40 a la surface
des cellules T est essentielle a la génération des réponses immunes humorales adaptatives
caractérisées par un changement isotypique des anticorps IgM en IgG (Grewal et Flavell,
1998). Les différents alloanticorps d'une variété d'isotype exercent différentes fonctions
incluant I'opsonisation, permettant ainsi I'activation du complément et une cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) par les cellules NK ou les
macrophages (Arakelov et Lakkis, 2000), et l'activation des neutrophiles, des
éosinophiles et des basophiles tous impliqués dans le rejet des allogreffes (Hall, 1991).
L'exemple le plus dramatique des fonctions des alloanticorps est le rejet hyperaigu.
L'importance relative des alloanticorps dans les rejets aigus et chroniques est peu définie
(Arakelov et Lakkis, 2000). Par exemple, des souris déficientes pour les cellules B sont
capables de rejet aigu, alors que de l'artériosclérose chronique ne s'est jamais manifesté
aprés une transplantation chez ces mémes souris, suggérant un role important des

alloanticorps dans le rejet chronique (Russell et al., 1997).
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1.7.3 Les cellules NK

Les cellules NK sont activées par différentes cytokines comme I'IL-2, IL-15 et
I'IFN-a.. Ces cellules ne requiérent pas d'activation directe des cellules T CD4*. Ces
cellules sont des cellules cytotoxiques comme les CTL, elles tuent les cellules cibles par
des sécrétions de perforines et de granzymes. De plus, elles sécrétent du TNF, qui induit
I'apoptose des cellules qui expriment le récepteur du TNF (Arakelov et Lakkis, 2000).
Ces cellules ne possédent pas de récepteur spécifique 2 l'antigéne. Cependant, elles
expriment un récepteur de faible affinité pour les portions Fc des IgG. Donc les cellules
NK pourront lier des cibles recouvertes d'anticorps IgG et les tuer par un mécanisme
d'ADCC. Ceest par ce mécanisme que les cellules NK, aidées des anticorps, jouent un
certain role dans les rejets de greffe. Une étude récente a démontré que lorsqu'on élimine
l'activité des cellules NK dans des souris CD28", il y a une survie prolongée des
allogreffes de coeurs (Maier et al., 2001). Cependant, d'autres études ont également
démontré l'inverse, c'est-a-dire oi, en absence de cellules NK, on ne pouvait observer
aucune amélioration sur la survie des greffes de peau, de cceur ou de rein (Markus e al.,
1991).(Bradley et al., 1985) Ces résultats suggerent donc que leur présence dans les
greffons rejetés n'indique pas nécessairement leur contribution. Méme si ces cellules ne
peuvent rejeter directement les allogreffes, elles contribuent certainement aux dommages
causés au greffon (Rossini et al., 1999) Ces cellules jouent plutét un rdle dans les rejets
de greffes de moelle osseuse (Taylor et al., 2002) et dans les rejets des xénogreffes (Lin
et al., 1997) (Auchincloss, 1988; Lim et al., 1990; Thomas et al., 1991).

1.7.4 Les macrophages

Les macrophages peuvent jouer plusieurs réles dans l'initiation et la propagation
des réponses immunes aux greffes. Tout comme les cellules T CD8", les macrophages
vont eux aussi étre stimulés par les lymphocytes T CD4" activés. L'activation s'exerce
via les molécules CD40 et CD40L. La liaison de la molécule CD40 sur les macrophages
par les cellules T augmente leurs activités pro-inflammatoires (Grewal et Flavell, 1998).

Les productions d'TFN-y et de lymphotoxines par les cellules T CD4" vont aussi permettre
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aux macrophages de se différencier (Arakelov et Lakkis, 2000). Les macrophages
effecteurs vont libérer plusieurs médiateurs de l'inflammation comme des cytokines
(TNF, IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15), des chemokines, des réactifs oxygénés, 1'oxyde
nitrique (NO), des enzymes protéolytiques et des protéines de matrice extracellulaires qui
conduisent 2 la fibrose et a3 1'endommagement de la greffe (Arakelov et Lakkis, 2000;
Azuma et al., 1995; Dalloul et al., 1996a; Gomez-Flores et al., 1997; Schook et al., 1994;
Sekine er al., 1997; Yang et al.,, 1994). Les macrophages semblent jouer un réle
important dans les rejets de greffe puisqu'une étude a démontré que la destruction d'une
greffe de peau est inhibée par I'absence de macrophages dans la greffe (Hou ez al., 2001).
Une autre étude a obtenu des résultats qui suggérent que les principales cellules

effectrices exercant le rejet de peau sont les macrophages (Yamamoto et al., 1998).
1.8 Problématique

Etonnamment, 3 ce jour, nous ne connaissons pas réellement les mécanismes
précis qui causent les rejets de greffe et ce dans les deux voies d’alloréactivité. Ceci est
attribuable au fait que le processus du rejet de greffes est un phénomeéne complexe exercé
par la coopération de différentes cellules du systéme immunitaire et que peu de modéles
adéquats sont disponibles pour permettre une telle étude. Les modeles utilisés jusqu'a
présent pour l'étude des voies d'alloréactivité impliquées dans les rejets de greffe sont
presque tous des modeles complétement allogéniques. Dans ceux-ci la caractérisation de
la voie indirecte d'alloréactivité est difficile & accomplir puisque la fréquence de
précurseurs, comparativement a la voie directe, y est trés faible. Comme mentionné
auparavant les cellules T qui répondent a la voie indirecte d'alloréactivité représente
seulement 10% du nombre total de cellules T qui sont activées au cours du rejet
(Benichou et al., 1999). Alors, l'étude des contributions des deux voies d'alloréactivité
serait beaucoup plus facile avec un modeéle d'étude qui serait capable, de fagon
indépendante, de rejet par chacune des deux voies d'alloréactivité. Puisque ces deux
voies d'alloréactivité différent au niveau des molécules et des cellules impliquées dans la
reconnaissance des alloantigénes, il est fort probable que les événements suivant cette

initiation des réponses immmunitaires différent également. La compréhension des
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mécanismes d'activation et des activités effectrices des cellules T CD4* pourrait nous
informer sur plusieurs aspects de la réponse immunitaire impliquée dans les rejets de
greffe. Une telle compréhension permettra certainement de mieux caractériser les actions
précises du systéme immunitaire impliquées dans les rejets de greffe et éventuellement
permettre d'identifier adéquatement des cibles potentielles pour la mise en place de

futures thérapies immunosuppressives.
1.9 Modéle de rejet de greffe de peau

L'objectif de notre étude était d'élucider les fonctions effectrices des cellules T CD4" dans
un modéle de rejet de greffe de peau exercé par les voies directe et indirecte
d'alloréactivité. Nous avons établi un modéle unique de greffe de peau composé de
souris transgéniques pour un récepteur de cellule T (TCR). Dans ce modele, deux ligands
peuvent étre reconnus par un seul et méme TCR. Donc, ce modéle nous donne une
opportunité unique d'étudier les deux voies d'alloréactivité exercé par un seul clonotype
de cellule T (Figure 2). Une des lignées de souris (2.102Tg) est transgénique pour un
récepteur oy de cellule T dérivé du clone de cellule T 2.102 (Grakoui ef al., 1999). Ce
clone de cellule T CD4" est spécifique au peptide immunodominant Hb(64-76) et
restreint a la molécule de classe II I-E* (Lorenz et Allen, 1988) (Figure 2). Ce peptide
correspond aux acides aminés compris entre les résidus 64 et 76 de l'alléle d de la chaine
béta de I'hémoglobine murine (HbBd). Donc, afin d'étudier la voie indirecte
d'alloréactivité, nous avons pris avantage d'une seconde lignée de souris transgéniques, la
lignée B6(mHEL-Hb), qui a aussi été générée dans le laboratoire du Dr. Paul Allen
(Washington University, St-Louis, MO, USA). Cette lignée a été générée A partir de
souris C57BL/6 et est transgénique pour la protéine chimérique mHEL-Hb. Cette
protéine chimérique a été générée en introduisant la séquence codante pour 1'épitope
Hb(64-76) entre les codons 43 et 44 du geéne du lysozyme du poulet (HEL). Cette
protéine est exprimée de fagon membranaire par fusion avec la partie codante de la
portion transmembranaire de la molécule du CMH de classe I, L. Par ailleurs, cette
construction est exprimée sous le contrdle du promoteur Eq, promoteur du géne de la

chaine alpha de la molécule de classe II du CMH I-E (Nelson et al., 1997; Williams et
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titre de souris receveuses, des souris 2.102Tg déficientes pour le géne RAG-1
(2.102Tg/RAG”). La déficience pour le géne RAG-1 entraine l'expression d'une
population clonotypique de cellules T 2.102Tg, puisque ce géne est essentiel aux

recombinaisons des génes des TCR et BCR.
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Figure 3: Schéma de la séquence codante pour la construction de la protéine

chimérique mHEL-Hb.
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Figure 4: Modéle de rejet de greffe de peau allogénique.
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES
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Chapitre 2

Matériel et méthodes

2.1 Souris

Les souris C57BL/6 (H-2b) proviennent du Laboratoire Jackson (Bar Harbor, ME,
USA). Les souris transgéniques pour la molécule mHEL-Hb (B6(mHEL-Hb)) ont été
générées avec des souris C57BL/6, donc d'haplotype H-2°. Ces souris ont été décrites
précédemment par Williams et ses collégues (Williams ef al., 1998). Briévement, cette
lignée de souris transgéniques exprime l'épitope Hb(64-76) inséré dans une forme
transmembranaire de la molécule du lysozyme du poulet (HEL). Cette protéine
chimérique, qui se nomme mHEL-HDb, est exprimée sous le contr6le du promoteur de la
chaine alpha des molécules de classe II du CMH, I-E. La deuxiéme lignée de souris
utilisée dans notre modeéle, est transgénique pour un récepteur de cellule T dérivé d'un
clone de cellule T o CD4" spécifique, le clone 2.102 (Grakoui ez al., 1999). Ces souris
ont été générées avec des souris de type B6.AKR, donc d'haplotype H-2*. Ces mémes
souris sont aussi déficientes pour le géne RAG-1, un géne essentiel aux recombinaisons
des TCR et des BCR (2.102Tg/RAG™). Les deux lignées de souris transgéniques
mentionnées ainsi que les souris B10.P (H-2P) et B6.AKR (H-2%) nous ont été
gracieusement fournies par le laboratoire du Dr. Paul Allen (Washington University, St-
Louis, MO, USA) et leur reproduction s'est effectuée au Centre de Biologie
Expérimentale de I'INRS - Institut Armand-Frappier.

2.2 Purification des cellules T CD4*

Afin d'obtenir une population exclusive de cellules T CD4* 2.102, 3 rates de
souris 2.102Tg ont été récupérées et broyées. Suite a une série de trois lavages et une
filtration, la suspension cellulaire a été resuspendue (107/80pl) dans un tampon de
purification (PBS avec 0,5% BSA et 5SmM EDTA). Aprés une incubation de 15 minutes
a 4°C avec des microbilles magnétiques couplées a des anticorps anti-CD4 (L3T4)
(MACS, Miltenyi Biotec Inc., Auburn, CA, USA) et une seconde série de lavage, la
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suspension de cellules (10%ml) a été purifiée par un passage sur une colonne 2 sélection
positive LS (MACS, Miltenyi Biotec Inc., Auburn, CA, USA). Des analyses de
cytométrie en flux démontre que la population résultante correspond 2 plus de 90% de
cellules T CD4" et moins de 1% de cellules T CD8* et de cellules CMH II* (résultats non-

présentés).
2.2 Analyses de spécificité

Des cellules T CD4* (1x10°) purifiées (MACS, Miltenyi Biotec Inc., Auburn, CA,
USA) de souris 2.102Tg ont été stimulées, en triplicata, avec différentes dilutions (10°-
10°% de cellules de rate irradiées (2000 rad) ou d'antigénes solubles provenant de
différentes souris. Aprés une incubation standard de 72 heures, de la [3H]Thymidine 0,4
nCi/puit) a été ajoutée a chacune des cultures pour une période de 18 heures. La
prolifération des cellules a été mesurée par l'incorporation de la radioactivité dans les
cellules, exprimée en CPM. La préparation des antigénes solubles a été effectuée selon
un protocole modifi€é décrit par Benichou et ses collégues (Benichou et al., 1999).
Brievement, des cellules de rate irradiées ont été resuspendues a 40x10° cellules/ml dans
du HBSS (GIBCO BRL, Canadian Life Technologies Inc., Burlington, ON, Canada),
soniquées 10 fois 1 seconde sur de la glace, congelées dans un bain de glace séche avec
de I'éthanol et décongelées a la température de la piéce. Aprés une centrifugation a 1200
rpm de 10 minutes, les préparations d'antigénes solubles se retrouvant dans les
surnageants ont été utilisées. Des dilutions 1:2 des surnageants obtenus ont été ajoutées
dans des plateaux de culture cellulaire de 96 puits. Des cellules de rate irradiées de souris
B6.AKR (5x105) ont aussi été ajoutées aux plateaux comme source de cellules

présentatrices d'antigéne.
2.3 Greffes de peau

Les allogreffes de peau provenant de queues de souris ont été effectuées selon des
techniques standard de greffe de peau (Rosenberg et al., 1991). A I'aide d'un scalpel et de

pinces, la peau entiére présente sur la queue des souris donneuses a été complétement
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enlevée, et puis coupée en plusieurs pieces d'environ 1 cm®. Ces piéces ont ensuite été
déposées dans du HBSS (GIBCO BRL) stérile jusqu'au moment de la transplantation.
Les souris receveuses 2.102Tg/RAG™ ont été anesthésiées avec un mélange de
kétamine/xylazine (1/10, v/v; 0,2 ml/g du poids de la souris) (Wyatt-Ayerst/Bayer, ce
mélange nous est préparé par les techniciens animalier du centre de biologie
expérimentale de 'INRS-IAF) et rasées sur le dos et 'abdomen. Les greffons ont alors
été déposés sur le dos, aux endroits préalablement départis de peau (de la surface
vascularisé jusqu'au pelage), des souris receveuses. Les greffons ont ensuite été stabilisés
a l'aide de points de suture 6-0 (CDMV, St-Hyacinthe, QC, Canada) réalisés aux quatre
coins du greffon et protégés par des pansements de type Band-Aid. Ces pansements ont
été enlevés a la septitme journée suivant la greffe et les greffons observés
quotidiennement jusqu'a l'apparition du rejet. Les allogreffes ont été considérées rejeté

lorsqu'elles sont nécrosées a plus de 90%.
2.4 Analyses de prolifération in vitro

Des cellules de rate (5x10%) des souris greffées ont été déposées dans des plaques
de culture de 96 puits et stimulées avec différentes dilutions des peptides Hb(64-76) ou
Hb(64-76)Q72 en présence de cellules de rate (5x10°) de souris B6.AKR (H-2%) irradiées.
Aprés une incubation de 72 heures, de la [3H]Thymidine (0,4uCi/puit) (ICN, Aurora, OH,
USA) a ét€ ajoutée a chacune des culture pour une période de 18 heures. La prolifération
des cellules est mesurée par l'incorporation de la radioactivité dans les cellules, exprimée
en CPM. De plus, les concentrations effectrices qui engendrent 50% de la prolifération
maximale (ECso) ont été calculées a l'aide des courbe de prolifération obtenues. La
séquence en acides aminés des peptides Hb(64-76) et Hb(64-76)Q72 sont respectivement
GKKVITAFNEGLK et GKKVITAFQEGLK. Ces peptides nous ont été généreusement
donnés par le laboratoire du Dr. Paul Allen (Washington University, St-Louis, MO,
USA).
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2.5 Analyses de cytométrie en flux

Les cellules de rate et de ganglions (lx106) ont été incubées 30 minutes dans un
bain de glace avec un ou l'autre des anticorps spécifiques aux molécules CD25 (clone
7D4, Pharmingen, Mississauga, ON, Canada), CD62L (clone MEL-14, Cedarlane,
Homby, ON, Canada), CD44 (clone IM7.8.1, Cedarlane) et CD95L (clone MFL3,
Pharmingen) couplés a la biotine. Les cellules ont ensuite été lavées et incubées a
nouveau 30 minutes 2 la noirceur, dans un bain de glace avec un anticorp spécifique 2 la
molécule CD4 conjugué a la fluorescéine isothiocynate (FITC) (clone H129.19,
Pharmingen) et de la streptavidine-PE-Cy5 (Cedarlane). Les cellules ont alors été lavées,
resuspendues dans du tampon de cytométrie (PBS avec 1% de BSA et 0,02% de sodium

azide) et analysées par cytométrie en flux sur un appareil de type Coulter Epics XL

(Hialeah, FL, USA).

2.6 Analyses ELISA

Des cellules de rate ou de ganglions axillaires (2,5x10°) des souris transplantées
ont été stimulées in vitro avec des cellules de rate irradiées (2000 rad) de souris B6.AKR
(5x10°%) comme source de cellules présentatrices d'antigéne et 1uM du peptide Hb(64-76)
dans 2 ml de milieu complet (RPMI 1640 (GIBCO BRL), 10% FCS (HyClone
Laboratories, Logan, UT, USA), 1% Glutamax (GIBCO BRL), 0,5% gentamicin (GIBCO
BRL), 1% B-ME (ICN, Aurora, OH, USA), 1% MEM Non-essential Amino Acids
Solution (GIBCO BRL), 1% HEPES Buffer Solution (GIBCO BRL)) dans des plateaux
de 24 puits. Les surnageants ont été récoltés aprés une incubation de 48 heures a 37°C,
5% CO,. Les profils cytokiniques (IL-4 et IFN-y) des surnageants récupérés ont été
analysés a l'aide de trousses ELISA commerciales OptEIA™ (Pharmingen,) dans des
plaques ELISA Maxi-Sorp (Nunc, Canadian Life Technologies, Burlington, ON,
Canada). La réaction de liaison des anticorps a été déterminée a l'aide d'un substrat

commercial appelé TMB (Pharmingen) et analysée a une longueur d'onde de 450nm.
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2.7 Analyses d’incorporation du BrdU

Des souris 2.102Tg/RAG™ ont été greffées et injectées (i.p.) quotidiennement
avec 2 mg d'une solution de BrdU (Sigma, St-Louis, MO, USA) (Smg/ml de PBS). Les
cellules de rate et de ganglions ont été récupérées et marquées selon un protocole modifié
décrit par Norwich et ses collaborateurs (Norwich et al., 1999). Briévement, les cellules
(1x10°% ont été incubées sur de la glace pour une période de 30 minutes avec un anticorps
spécifique aux molécules CD4 de souris, conjugué a la phycoérythrine (PE) (clone
H129.19, Pharmingen). Les cellules ont par la suite été lavées et fixées par addition
goutte 2 goutte d'éthanol 70% froid. Aprés une incubation de 30 minutes sur de la glace,
les cellules ont été lavées avec 1 ml de PBS et incubées a nouveau 30 minutes, a la
température de la piéce dans 1 ml de PBS contenant 1% de paraformaldéhyde et 0,01%
Tween-20. Les cellules ont ensuite été centrifugées et traitées avec 60 pug de DNase I
(Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada) dans 1 mi d'une solution de 0,15M de NaCl,
4,2mM de MgCl, 2 un pH de 5 pour une période de 15 minutes a la température de la
piece. Pour terminer, les cellules ont été incubées avec un anticorps monoclonal
spécifique au BrdU, conjugué a la fluorescéine isothiocynate (FITC) (clone 3D4,
Pharmingen), lavées et finalement analysées par cytométrie en flux sur un appareil de

type Coulter Epics XL (Hialeah, FL,, USA).

2.8 Préparation de I'ARN

Les greffons ont été récupérés des souris greffées et immédiatement déposés dans
une solution commerciale de préservation de I'ARN appelée RNAlater (Ambion Inc.,
Austin, TX, USA) afin d'éviter la dégradation éventuelle de I'ARN. L'extraction de
I'ARN total du greffon a ensuite été effectuée selon les indications retrouvées dans la
trousse commerciale d'extraction RNeasy Mini Kits, disponible a 1a compagnie QLAGEN
(Qiagen, MD, USA).
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2.9 RT-PCR

La synthése du premier brin dADN complémentaire a été effectuée avec une
quantité¢ de 1 ug d'ARN total, un mélange d’hexanucléotides 1X (Roche Diagnostics) et
200 U de l'enzyme SUPERSCRIPT™II RNase H Reverse Transcriptase (GIBCO BRL).
Nous avons utilisé les conditions de réaction recommandées par le manufacturier de
I'enzyme pour la synthése de ' ADNc. Le PCR a été réalisé dans un volume total de 20 ul
selon les conditions suivantes : 35 cycles de 94°C pour un temps de 30 secondes, 60°C
pour un temps de 30 secondes et 72°C pour un temps de 50 secondes. Brievement, 1 pl

d'ADNCc a été ajouté a une solution contenant du tampon de PCR 1X (GIBCO BRL),
1,5mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs (Roche Diagnostics), 1 pmol de chacun des amorces
et 1,25U de l'enzyme Taq platinum polymerase (GIBCO BRL). Les séquences des
oligonucléotides utilisés sont les suivantes : IL-4(+): accgatgaatccaggcatcg, IL-4(-):
atgcacggagatggatgtgc, IFN-y(+): acggcacagtcattgaaagc, IFN-y(-): gcaatactcatgaatgcatcc,
2.102(+): tcgattccccttcttgtctgtatttacatc, 2.102(-): aaaattgcggccgeacgtggggecccagetcac
gtagcaccgatagtcgggtgc, GAPDH(+): ccttcattgacctcaactacat, GAPDH(-):
ccaaagttgtcatggatgacc. Ces amorces ont €té synthétisées dans le laboratoire du Dr.
Francois Shareck de I'INRS-Institut Armand-Frappier. Les oligonucléotides pour Fas-L
nous ont gracieusement été donnés par le laboratoire du Dr. Pascale Duplay (INRS-
Institut Armand-Frappier). Les échantillons ont été analysés a l'aide de gels

d'électrophorése et de marquage au bromure d'éthidium.
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Chapitre 3

Résultats

L'étude de chacune des voies d'alloréactivité, qui est le sujet principal du
laboratoire, est réalisée a l'aide d'un modele d'étude bien caractérisé de rejet de greffe de
peau allogénique. La greffe de peau est pour l'instant le type de greffe réalisé puisque
cette greffe est techniquement facile et rapide. De plus, avec ce type de greffe les rejets y
sont facilement observés. Bri¢vement, le modeéle employé au sein du laboratoire est
composé de diverses souris transgéniques qui permettent l'étude des deux voies
d'alloréactivité de fagon indépendante. La lignée de souris qui est greffée est
transgénique pour un récepteur de cellule T CD4" dérivé d'un clone de cellule T, le clone
2.102. Dans notre modele, ce clone reconnait directement la molécule de classe II du
CMH allogénique I-EP et indirectement le peptide Hb(64-76) en association avec la
molécule de classe II du CMH du soi, I-E*. 1l est 2 noter que dans ce modéle d'étude, le
peptide Hb(64-76) est exprimé de fagon analogue aux molécules de classe II du CMH,

permettant ainsi I'étude de la voie indirecte d'alloréactivité.

3.1 L'antigéne H-2" est reconnu par les cellules T 2.102 seulement par la voie directe
d'alloréactivité et I'épitope HD(64-76) seulement par la voie indirecte

d'alloréactivité.

Puisque le modele d'étude utilisé dans ce projet est entiérement basé sur la
capacité des cellules T 2.102 Tg a reconnaitre deux antigénes différents a I'intérieur de
chacune des deux voies d'alloréactivité, il était donc essentiel de confirmer
expérimentalement ces spécificités avec les antigénes utilisés. Ainsi, la réactivité des
cellules T CD4" 2.102 transgéniques (2.102Tg) contre les alloantigénes H-2° et mHEL-
Hb a été comparée in vitro, en utilisant des extraits cellulaires irradiés ou des cellules de
rate de souris B10.P (H-2?), B6(mHEL-Hb) (H-2"), B6.AKR (H-2%) et C57BL/6 (H-2").

Les cellules T 2.102Tg ont démontré une forte réactivité contre les cellules intactes de
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Figure 5: Prolifération des cellules T 2.102Tg purifiées aprés une stimulation avec
des cellules de rate irradiées ou des extraits de cellules de rate générés par
sonication. Des cellules de rate ou des extraits cellulaires de souris C57BL/6 (cercle),
B6(mHEL-Hb) (carré), B10.P (triangle) et B6.AKR (losange) ont été utilisés pour
l'activation des cellules T 2.102Tg. Des cellules T CD4" purifiées (5x10° cellules/puit)
de souris 2.102Tg ont été stimulées en triplicata avec a) un nombre croissant de cellules
de rate irradiées et b) des dilutions en série d'extraits cellulaires provenant de différentes
quantités de cellules de rate. L'activation des cellules T a été mesurée en CPM, par
I'incorporation de la *H]Thymidine. Chacune des valeurs représentées sur ce graphique
représente la moyenne + l'écart-type. Ce résultat est représentatif d'une série de trois

expériences.
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rate de souris B10.P, contrairement aux extraits cellulaires provenant de ces mémes
souris, qui sont incapables de stimuler une quelconque prolifération (Figure 5). Ces
résultats nous permettent donc de conclure que les cellules T 2.102Tg sont alloréactives
aux alloantigénes H-2P seulement par la voie directe d'alloréactivité. De plus, nous avons
aussi observé que les cellules T 2.102Tg sont alloréactives aux antigénes mHEL-Hb
seulement par la voie indirecte d'alloréactivité puisquelles ont démontré une forte
réactivité envers les extraits cellulaires de souris B6(mHEL-Hb) (Figure 5B) et aucune
réactivité contre les cellules de rate de ces mémes souris (Figure 5A). Les résultats
obtenus avec les cellules de rate et les extraits cellulaires provenant des souris C57BL/6
ont démontré que ceux-ci sont incapable de stimuler une prolifération chez les cellules T
2.102Tg. Ce résultat nous indique donc qu'aucun antigéne H-2" n'est reconnu par les
cellules T 2.102Tg autant pour la voie directe qu'indirecte, démontrant ainsi que la
réactivité de ces derniéres contre les extraits cellulaires de souris B6(mHEL-Hb) est
uniquement due 2 la molécule mHEL-Hb. Dans cette méme expérience, les cultures avec
les cellules de rate et les extraits cellulaires des souris B6.AKR ont été utilisées a titre de

témoin isogénique.

3.2 Les cellules T CD4" 2.102 peuvent initier un rejet de greffe de peau par chacune

des deux voies d'alloréactivité.

Notre étude entiére repose sur un modele murin de greffe de peau allogénique ou
chacune des voies d'alloréactivité sont étudiées par la réalisation de greffes de peau
provenant de souris B10.P (voie directe) et de souris B6(mHEL-Hb) (voie indirecte) a des
souris 2.102Tg déficiente pour le géne RAG-1 (2.102Tg/RAG”). Etonnamment, la
comparaison des cinétiques de rejet par ces souris révele qu'elles sont similaires pour les
deux voies_d'alloréactivité. En effet, les rejets apparaissent entre 9 et 12 jours suivant la
transplantation (Figure 6). Il est intéressant de noter que les cinétiques de rejet des souris
non-transgéniques B6.AKR greffées avec de la peau de souris B10.P sont aussi similaires

a celles des souris transgéniques 2.102Tg/RAG”. De plus, tel qu'attendu, les greffes
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Figure 6: Cinétiques de rejet de greffe de peau par les voies directe et
indirecte d'alloréactivité. Des échantillons de peau de queue de souris B10.P (triangle),
B6(mHEL-Hb) (losange) ou B6.AKR (carré) ont été greffés sur le dos de souris du méme
sexe 2.102Tg/RAG™ (ligne pleine) ou B6.AKR (ligne pointillée). Les greffons sont
considérés rejeté lorsqu'ils sont nécrosés a 90% et plus. Ces résultats sont représentatifs

d'une série de plus de 5 expériences.
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isogéniques B6.AKR (H-2), ne sont pas rejetées et de plus, elles sont demeurées intactes
plusieurs mois suivant la greffe (résultats non-présentés). Ainsi, nos résultats démontrent
clairement que les cellules T CD4" 2.102 ont la capacité d'induire, in vivo, des rejets de

greffe de peau allogénique via chacune des voies d'alloréactivité.

3.3 Une expansion de cellules est uniquement observée dans les ganglions axillaires

des souris qui ont rejeté par la voie indirecte d'alloréactivité.

Afin de vérifier notre hypothése de travail, qui propose que certains mécanismes
effecteurs ou d'activation seraient spécifiques pour chacune des deux voies
d'alloréactivité, la caractérisation de ces mécanismes a été effectuée par I'étude de la
différenciation, suite -au rejet, des cellules T 2.102Tg en cellules effectrices. Pour ce
faire, la rate et les différents ganglions des souris greffées ont été prélevés aprés
I'apparition de tous les rejets, c'est-a-dire a la onzieéme journée suivant la transplantation.
Comme on peut I'observer aux tableaux 3 et 4, les nombres totaux de cellules ainsi que de
cellules T CD4" retrouvées dans les quatre ganglions drainant la greffe, les ganglions
axillaires, ont considérablement augmentés chez les souris qui ont rejeté via la voie
indirecte d'alloréactivité (les allogreffes B6(mHEL-Hb)). Cependant, aucune expansion
cellulaire CD4" significative n'est observée dans ces mémes organes lymphoides
secondaires des souris qui ont rejeté par la voie directe d'alloréactivité (les allogreffes
B10.P) (Tableau 4). De plus, aucune augmentation dans le nombre total de cellules pour
chacune des voies d'alloréactivité n'a été observée dans les ganglions mésentériques,
poplitéaux, et inguinaux (résultats non-présentés). Afin d'établir une cinétique
d'activation des cellules T CD4* 2.102, les différents organes lymphoides secondaires ont
aussi été prélevés a la troisitme et a la septiéme journée suivant les transplantations.
Aucune expansion significative des cellules T n'est observée pour chacune des voies au
jour 3 (résultats non-présentés) et au jour 7 suivant la greffe (Tableaux 3 et 4). Par
ailleurs, aucune expansion significative n'a ét€ observée aux jours expérimentaux 3, 7 et
11 dans les rates des souris qui ont été greffées avec des échantillons de peau de souris

B10.P et B6(mHEL-Hb) (Tableaux 5 et 6). Ces premiers résultats sur la différenciation



65

Tableau 3. Nombre total de cellules retrouvées dans les ganglions axillaires des
souris 2.102Tg/RAG™ greffées. Les suspensions cellulaires des ganglions axillaires des
différentes souris greffées, récupérés aux jours 7 et 11 suivant la transplantation, ont été

comptées au microscope dans des solutions de PBS avec 2% d'acide acétique.
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Nombre total de cellules (x10°)

Origine du greffon Jour 7 Jour 11
Souris B6.AKR (n=4) 1,91+1,19 1,93+ 0,92
Souris B10.P (n=5) 4,11 +£2,07 4,49 + 3,22
Souris B6(mHEL-HDb) (n=5) 3,13+2,08 17,90+ 8,44 *
* p<0.05

Les statistiques des résultats obtenus ont été analysées a I'aide du test de type Student.
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Tableau 4. Nombre total de cellules T CD4" retrouvées dans les ganglions
axillaires des souris 2.102Tg/RAG” greffées. Les suspensions cellulaires des ganglions
axillaires des différentes souris greffées, récupérés aux jours 7 et 11 suivant la
transplantation, ont été comptées par cytométrie en flux. La totalité des cellules a été
marquée avec un anticorps spécifique au marqueur CD4 conjugué a la phycoérythrine
(PE) (clone H129.19, Pharmingen) dans un bain de glace pour une période de 30 minutes.
Les cellules ont alors été lavées, resuspendues dans du tampon de cytométrie (PBS avec
1% de BSA et 0,02% de sodium azide) et analysées par cytométrie en flux sur un appareil
de type Coulter Epics XL (Hialeah, FL, USA). Le nombre total de cellules T CD4" a été
établi en fonction du pourcentage de cellules T CD4" présent dans la population totale de

cellules analysées.
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Nombre total de cellules T CD4* (x10%)

Origine du greffon Jour 7 Jour 11
Souris B6.AKR 0,29 + 0,31 0,30 £ 0,32
Souris B10.P 4,24 +513 4,31+ 3,99
Souris B6(mHEL-Hb) 3,69+7,03 98,00 + 51,60 *
* p<0.05

Les statistiques des résultats obtenus ont été analysées a l'aide du test de type Student.
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Tableau 5. Nombre total de cellules retrouvées dans la rate des souris
2.102Tg/RAG” greffées. Les suspensions cellulaires de la rate des différentes souris
greffées, récupérés aux jours 7 et 11 suivant la transplantation. ont été comptées au

microscope dans des solutions de PBS avec 2% d'acide acétique.
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Nombre total de cellules (x107)

Origine du greffon Jour 7 Jour 11

Souris B6.AKR 3,85+ 2,00 2,44 + 1,31
Souris B10.P 3,05 +£2,53 1,72+ 0,74
Souris B6(mHEL-Hb) 2,27 £ 0,45 1,63 £ 0,86
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Tableau 6. Nombre total de cellules T CD4' retrouvées dans la rate des
souris 2.102Tg/RAG™ greffées. Les suspensions cellulaires de la rate des différentes
souris greffées, récupérés aux jours 7 et 11 suivant la transplantation, ont été comptées
par cytométrie en flux. Les cellules (1x10°) ont été incubées avec un anticorps spécifique
au marqueur CD4 conjugué a la phycoérythrine (PE) (clone H129.19, Pharmingen) dans
un bain de glace pour une période de 30 minutes. Les cellules ont alors été lavées,
resuspendues dans du tampon de cytométrie (PBS avec 1% de BSA et 0,02% de sodium
azide) et analysées par cytométrie en flux sur un appareil de type Coulter Epics XL
(Hialeah, FL, USA). Le nombre total de cellules T CD4" a été établi en fonction du

pourcentage de cellules T CD4" présent dans la population totale de cellules analysées.
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Nombre total de cellules T CD4* (x10°)

Origine du greffon Jour 7 Jour 11

Souris B6.AKR 1,14 £ 0,92 1,61 £ 0,90)
Souris B10.P 3,25+1,75 2,82+1,30
Souris B6(mHEL-Hb) 2,11 £1,63 2,67 £1,11
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des cellules indiquent qu'une activation cellulaire CD4" est uniquement présente dans les
ganglions drainant la greffe des souris qui ont rejeté leur greffe de peau par la voie

indirecte d'alloréactivité.

3.4 Aucune altération majeure de la capacité proliférative des cellules T 2.102Tg
n'est observée dans les voies directe et indirecte d'alloréactivité lors d'une

stimulation in vitro.

Afin de s'assurer de la capacité des cellules T 2.102Tg a proliférer in vitro suite a
leurs réponses exercées au cours des rejets de greffe de peau, les cellules de la rate des
souris transplantées ont été stimulées in vitro. Les courbes obtenues démontrent tous un
profil similaire de prolifération suite & une stimulation avec le peptide agoniste Hb(64-76)
(Figure 7). Les variations des CPM obtenus entre les souris analysées lors de cette
expérience peuvent tout simplement étre associées a des différences dans la fréquence de
cellules T CD4" transgéniques qui est variable (10-50% des splénocytes totaux) d'une
souris a l'autre (Grakoui et al, données non-publiées). On peut observer, a la figure 7, que
la concentration effectrice qui engendre 50% de la prolifération maximale (ECsp)
(nombre en italique) est similaire pour chacune des courbes de prolifération. Bref, cette
concentration se situe, pour l'ensemble du graphique. entre 0,05 et 0,09 uM de peptide
Hb(64-76). Tel qu'attendu, aucune prolifération n'a été observée dans les cultures
réalisées avec le peptide Hb(64-76)Q72 (résultats non-présentés). Ce peptide correspond
au peptide Hb(64-76) ou l'asparagine en position 72 a été modifiée pour une glutamine,
abolissant ainsi toute activité biologique pour le clone de cellule T 2.102Tg (Evavold et
al., 1994) . Ces cultures étaient donc les témoins négatifs de nos expériences de
prolifération. Les courbes de prolifération obtenues ainsi que les résultats de la section
précédente nous indiquent donc, que les cellules T 2.102Tg sont toujours présentes dans
les organes lymphoides secondaires suite a un rejet de greffe de peau allogénique. De
plus, les courbes nous indiquent également que, suite au rejet, les cellules T 2.102Tg

n'ont subi aucune altération majeure dans leur capacité a proliférer in vitro.
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Figure 7: Prolifération in vitro des cellules T 2.102Tg provenant des différentes
souris greffées. Des cellules de rate de souris greffées avec des échantillons de peau de
souris B10.P (losange), B6(mHEL-Hb) (cercle), B6.AKR (carré) et de souris non-
greffées (triangle) ont été stimulées en triplicata avec différentes dilutions du peptide
Hb(64-76). La prolifération des cellules T a été mesurée en CPM, par l'incorporation de
la [3H]Thymidine. Les valeurs correspondant a 'ECso sont indiquées pour chacune des
courbes (nombre en italique). Chacune de ces courbes représente la prolifération
cellulaire des splénocytes d'une souris et est représentative de 4 souris pour chaque type

de greffe.
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3.5 Des cellules T CD4" ayant un phénotype de cellules T activées n'ont pu étre mise
en évidence dans les organes lymphoides secondaires des souris 2.102Tg/RAG™ qui

ont rejeté leur greffe de peau.

Afin de réaliser une étude de phénotypage des cellules 2.102Tg, suite a des stimulations
par chacune des voies d'alloréactivté, I'analyse de différents marqueurs d'activation
cellulaire a été effectuée par cytométrie en flux. Des changements dans les niveaux
d'expression a la surface des marqueurs CD25, CD44, CD62L et CD95L peuvent nous
indiquer I'état d'activation des cellules T. Sur les lymphocytes T activées il y aura une
augmentation dans l'expression des molécules CD25, CD44 et CD95L (Waters et al.,
2003), ainsi qu'une diminution de la molécule CD62L (Waters et al., 2003). Briévement,
le CD25 correspond a la chaine alpha du récepteur de 1'IL-2, cytokine essentielle pour la
prolifération des cellules T activées. Le CD44 est une molécule qui lie l'acide
hyaluronique et la fibronectine (Dailey, 1998). Cette liaison permet d'assurer 1'adhésion
dans les tisssus des lymphocytes T activées. La L-sélectine (CD62L) est une molécule
d'adhésion qui contribue a I'extravasation des cellules T naives vers les tissus lymphoides
(Dailey, 1998). Une fois activées, les cellules T vont diminuer I'expression de la L-
sélectine et du fait méme cesser de recirculer aux organes lymphoides secondaires
(Waters et al., 2003). Quant au CD95L, qui est le ligand de Fas, on peut le retrouver a la
surface des cellules T activées. L'étude de ce marqueur permet également d'évaluer si la
voie Fas-Fas-L est impliquée dans les rejets de greffe par les cellules T 2.102Tg. Avant
d'effectuer les analyses de cytométrie sur les cellules T des souris greffées, l'optimisation
des concentration d'anticorps 2 utiliser ainsi que les mises au point des protocoles de
cytométrie ont été réalisées a l'aide de cellules T 2.102Tg activées in vitro. A notre
grande surprise, aucune cellule T dans la rate et les ganglions des souris ayant rejeté leur
greffon n'a démontré un phénotype de cellule activée (Figure 8). Malgré le fait que nos
analyses n'aient pas permis de mettre en évidence des différences significatives dans les
populations cellulaires analysées, des études supplémentaires réalisées, entre autre suite a
I'optimisation des marquages et a l'augmentation du nombre de souris par groupe,

démontrent la présence d'une population de lymphocytes T activés (Annexe 2) (Baratin,
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Figure 8: Phénotype des cellules T CD4’ suite & des rejets de greffe de peau dans un
contecte d'alloréactivité directe et indirecte. Les cellules de la rate des souris A) non
greffées, B) avec des isogreffes B6.AKR C) des allogreffes B10.P et D) des allogreffes
B6(mHEL-HDb) ont été analysées par cytométrie en flux pour les marqueurs d'activation
CD25, CD44, CD62L et CD95L. Les témoins négatifs et positifs des ces marquages sont
présentés en Annexe 2. Les pourcentages indiqués dans chacun des graphiques
correspondent au pourcentage de cellules positives présent dans la population totale de
cellules analysées. Les résultats présentés sont représentatifs de plus de 5 expériences et

sont également représentatifs des résultats obtenus dans les ganglions axillaires.
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données non-publiées). On remarque toutefois que les différences, observées entre les

populations de cellules provenant des souris greffées et celle du témoin, sont trés faibles.

3.6 Des effecteurs producteurs de cytokines sont uniquement observés dans les
organes lymphoides secondaires des souris qui ont rejeté leur greffe de peau par la

voie indirecte d'alloréactivité.

Des analyses a l'aide de trousses ELISA commerciales ont permis d'étudier la
différenciation des cellules T 2.102Tg en effecteurs producteurs de cytokines, dans
chacune des voies d'alloréactivité. Aprés une période de 48 heures de stimulation in
vitro, les surnageants des cultures des cellules de rate et des ganglions axillaires ont été
analysés pour la production d'TL-4 et d'TFN-y. Pour ces expériences, il était primordial de
prélever les surnageants aprés une stimulation de 48 heures, puisque nous voulions
détecter uniquement les cytokines produites par les cellules différenciées in vivo au cours
du processus de rejet. Il a déja été démontré que le phénotype acquis par les cellules T
2.102 au cours d'une stimulation primaire est maintenu par la suite, peu importe la nature
des stimulations secondaires (Grakoui et al, 1999). Par conséquent, il n'était pas
nécessaire de re-stimuler les cellules des souris qui ont rejeté leur greffe par la voie
directe d'alloréactivité avec des cellules intactes d'haplotype H-2P. Ainsi, les re-
stimulations in vitro ont été effectuées avec un seul ligand, le peptide Hb(64-76). Nos
analyses démontrent donc une forte production d'IFN-, i la onziéme journée suivant la
transplantation, par les cellules des ganglions des souris greffées avec de la peau de
souris B6(mHEL-Hb) (alloréactivité indirecte) (Figure 9). Cependant, ces mémes
analyses démontrent une production beaucoup plus faible d'IFN-y dans les ganglions
axillaires des souris qui ont rejeté par Ia voie directe d'alloréactivité (les allogreffes
B10.P) (Figure 9). Les analyses effectuées a la septitme journée suivant la greffe,
démontrent également une faible production de cytokines, dans les ganglions axillaires,
des souris qui ont rejeté via les deux voies d'alloréactivité (Figure 10). Par ailleurs, les
résultats obtenus au jour 7 et 11 avec les cellules provenant des rates des souris

transplantées sont aussi similaires aux résultats précédants, ol une faible production de
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Figure 9: Production d’IL-4 et d’IFN-y par les cellules T 2.102Tg des souris
2.102Tg/RAG™ greffées avec des échantillons de peau provenant des souris B6.AKR,
B10.P et B6(mHEL-HD) au jour 11 suivant la transplantation. Les cellules A) de la
rate et B) des ganglions axillaires des souris transplantées ont été stimulées in vitro avec
le peptide Hb(64-76). La présence de cytokines dans les surnageants de culture de 48
heures a ét€ analysée a l'aide de tests ELISA. (Isogreffe n=3, allogreffe n=5)
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Figure 10: Production d’IL-4 et d’IFN-y par les cellules T 2.102Tg des souris
2.102Tg/RAG™ greffées avec des échantillons de peau provenant des souris B6.AKR,
B10.P et B6(mHEL-Hb) au jour 7 suivant la transplantation. Les cellules A) de la
rate et B) des ganglions axillaires des souris transplantées ont été stimulées in vitro avec

le peptide Hb(64-76). La présence de cytokines dans les surnageants de culture de 48

heures a €té analysée a I'aide de tests ELISA. (Isogreffe n=3, allogreffe n=5)
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cytokines y est observé. De plus, des analyses réalisées a la troisiéme journée suivant la
transplantation démontrent aucune production de cytokine dans chacune des voies
d'alloréactivité (résultats non-présentés). Ces résultats, ajoutés aux précédents, suggérent
qu'une réponse effectrice spécifique aux alloantigénes est seulement retrouvée dans la
voie indirecte d'alloréactivité et que 1'absence de réponse des cellules T dans la voie
directe d'alloréactivité ne serait pas due a une différence dans les cinétiques d'activation

des cellules aux organes lymphoides secondaires.

3.7 Une prolifération significative des cellules T CD4" est seulement observée dans

les ganglions axillaires aprés un rejet par la voie indirecte d'alloréactivité.

Afin d'étudier la prolifération in vivo des cellules T CD4*, 2 mg de bromodéoxyuridine
(BrdU) a été injectée quotidiennement aux souris greffées. Puisque le BrdU est un
analogue de base de I'ADN (Dolbeare et al., 1983; Gratzner, 1982; Penit, 1986), il
s'incorpore 2 celui-ci losqu'il y a division cellulaire, c'est-a-dire prolifération de la cellule.
Cette prolifération est ensuite analysée par cytométrie en flux a l'aide d'un marquage avec
un anticorps dirigé contre le BrdU (Gratzner, 1982). Suite a la transplantation et aux
injections quotidiennes de BrdU, la rate et les ganglions drainant la greffe ont été
récupérés a la septitme et a la onziéme journée suivant la greffe. Les suspensions
cellulaires ont ensuite été marquées avec des anticorps anti-CD4 et anti-BrdU, puis
analysées au cytomeétre en flux. Les conditions de marquage ont préalablement été
optimisées a l'aide des cellules 2.102Tg stimulées in vitro avec le peptide Hb(64-76).
Nos analyses de cytométrie démontrent au jour 11 post-transplantation, dans les
ganglions axillaires, une prolifération cellulaire CD4" des souris qui ont rejeté leur greffe
dans un contexte d'alloréactivité indirecte (Figure 11). Ces résultats démontrent
également une absence de cellules T CD4'BrdU" dans la rate et les ganglions drainant
des souris qui ont rejeté leur greffe de peau via la voie directe d'alloréactivité (les
allogreffes B10.P). Bref, ces résultats sont de toute évidence trés cohérant avec ceux
précédemment présentés, ot une présence de cellules T activées est uniquement observée
chez les souris greffées avec de la peau de souris B6(mHEL-Hb) (voie indirecte

d'alloréactivité).
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Figure 11: Prolifération des cellules T CD4" 2.102Tg in vivo évaluée par
I'incorparation dans les cellules du BrdU. Les souris 2.102Tg/RAG™ greffeés ont été
injectées quotidiennement avec une solution de BrdU. Les cellules de la rate et des
ganglions axillaires ont été récupérées au jour 7 (losange) et au jour 11 (carré) suivant la
transplantation. La prolifération des cellules a été observée par I'incorporation du BrdU,
analysée a l'aide de la cytométrie en flux. *p<0.01 (Isogreffe n=2, allogreffes n=3). Les

statistiques des résultats obtenus ont été analysées a l'aide du test de type Student.
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3.8 Des transcrits pour les génes de I'lL-4, I'IFN-y, Fas-L et la chaine beta du TCR
2.102 sont retrouvés dans les allogreffes B10.P et les allogreffes B6(mHEL-Hb).

Les expériences précédentes suggérent une activation des cellules T CD4"
2.102Tg, uniquement dans les organes lymphoides secondaires des souris qui ont rejeté
leur greffe de peau par la voie indirecte d'alloréactivité. Afin de caractériser les cellules
T effectrices présentes dans les allogreffes rejetées par la voie directe ou indirecte
d'alloréactivité, des analyses de RT-PCR sur les greffons ont été effectuées a la onziéme
journée suivant la transplantation. Des transcrits pour les génes de I'IL-4 et Fas-L sont
pratiquement détectés dans chacune des souris qui ont rejeté leur greffe de peau par les
voies directe et indirecte d'alloréactivité (Figure 12). Les transcrits d'IFN-y sont observés
dans seulement une souris sur six pour les allogreffes B10.P (alloréactivité directe) et
trois sur six pour les allogreffes B6(mHEL-Hb) (alloréactivité indirecte) (Figure 12). Les
résultats de RT-PCR démontrent également, en comparaison avec les greffes isogéniques,
une infiltration plus grande des cellules T 2.102Tg au site des greffons, et ce pour les
deux types d'allogreffes (Figure 12). La présence de cellules T 2.102Tg a été analysée a
l'aide d'amorces spécifiques a la chaine beta du TCR 2.102. Ces résultats nous indiquent
donc, contrairement aux résultats obtenus dans les organes lymphoides secondaires, qu'au
site du greffon lui-méme il y a la présence de cytokines de type Thl et de type Th2. De
plus, cette expérience suggére un rdle possible pour des mécanismes de cytotoxicité
exercés par la voie Fas/Fas-L. Finalement, nos résultats démontrent également la

migration des cellules T 2.102Tg dans tous les greffons.
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Figure 12: Expression des génes d'IL-4, d'IFN-y, de Fas-L et de la chaine beta du
TCR 2.102 dans les échantillons de greffe de peau. Les greffes isogéniques ainsi que
les allogreffes B10.P et B6(mHEL-Hb) ont été récupérées, au jour 11 suivant la
transplantation, des souris greffées 2.102Tg/RAG”. Des analyses de RT-PCR pour les
geénes de I'IL-4, I'TFN-y, Fas-L et la chaine beta du TCR 2.102 ont été réalisées avec
I'ARN préalablement extrait des différents greffons. Les produits de PCR ont été

analysés a I'aide de marquage au bromure d'éthidium sur des gels d'électrophorése.
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Chapitre 4

Discussion

La transplantation est une solution thérapeutique trés efficace pour plusieurs
maladies. Malheureusement, ce procédé chirurgical est associé & une complication
majeure, le rejet du nouvel organe greffé. Afin de retarder ou d'empécher le processus du
rejet, les patients nouvellement transplantés sont soumis 2 d'importantes thérapies
immunosuppressives. Toutefois, en plus d'étre extrémement toxiques, ces thérapies sont
souvent associées a l'apparition de plusieurs infections opportunistes et de maladies, tel le
cancer. Les thérapies immunosuppressives actuelles sont inadéquates puisqu'elles ne
ciblent pas les mécanismes immunitaires spécifiques aux rejets des allogreffes. Cela est
principalement di au manque de connaissances a propos de ces mécanismes. L'étude des
voies d'alloréactivité impliquées dans les rejets de greffe est complexe et nécessite 1'aide
de modéles d'étude appropriés. Plusieurs modeéles déja existants permettent I'étude des
mécanismes effecteurs des cellules de limmunité, sans distinction des voies
d'alloréactivité, puisque ces modeles sont complétement allogéniques. D'autres modeles
permettent, quant a eux, l'étude de 1'une ou de l'autre voie d'alloréactivité. Par contre,
aucun modéle permet I'étude de ces deux voies d'alloréactivité, in vivo, par une seule et
méme population de cellules T. De plus, comme mentionné dans le chapitre 1, I'étude de
la voie indirecte d'alloréactivité est difficile puisque la fréquence de cellules T qui y
participe est trés faible (Benichou et al., 1999; Liu et al., 1993). L'étude de cette voie
d'alloréactivité requiert un modéle qui permet de retrouver un contexte ol la voie
indirecte représente l'unique voie disponible pour l'activation des cellules T alloréactives.
Cependant, la disponibilité d'un tel modéle est plutét rare et méme difficile & obtenir.
Jusqu'a tout récemment ceux qui sont employés impliquent soit un transfert adoptif de
cellules, étudiées par la suite in vitro pour l'alloreconnaissance indirecte (Valujskikh et
al., 1998), soit une transplantation d'organes déficients en molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (Lee et al., 1994). Par contre, ces modéles comportent certains
désavantages importants, tel le manque d'exclusivité de chacune des deux voies

d'alloreconnaissance lors des rejets de greffe ou encore la présence de cellules B ou de
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cellules T CD8" qui peuvent aussi exercer le rejet. Derniérement, une équipe a développé
un modéle qui permet d'étudier uniquement la voie indirecte d'alloréactivité (Braun ez al.,
2001). Celui-ci est composé de souris déficientes pour le géne RAG-2 et transgéniques

pour un TCR spécifique aux antigénes H-Y et restreint 2 [-A®.

Un tel modele a également été développé dans notre laboratoire. Dans celui-ci,
une seule et méme population clonotypique de cellules T 2.102Tg est capable
d'alloréactivité directe et indirecte aux alloantigénes de classe I du CMH. Contrairement
au modéle employé par Braun et ses collégues, cette double reconnaissance du clone de
cellule T 2.102 nous donne l'opportunité d'étudier les différences entre les mécanismes
effecteurs retrouvés dans chacune des voies d'alloréactivité. Pour réaliser ce projet, les
expériences décrites dans ce travail ont fait appel a des souris transgéniques pour le clone
2.102 et déficientes pour le géne RAG-1. Par conséquent, ces souris expriment une
population clonotypique de cellules T CD4" périphériques 2.102Tg. C'est a l'aide de ces
souris que I'étude de l'activation et de la caractérisation des cellules T CD4* dans chacune
des deux voies d'alloréactivité ont été réalisées. Puisque le modéle de rejet de greffe de
peau n'avait jamais été utilisé avant la réalisation des expériences décrites dans ce
mémoire, nous nous sommes d'abord assuré que la spécificité du clone 2.102 était bel et
bien exclusive a chacune des voies d'alloréactivité. Nos résultats démontrent clairement
la spécificité du clone 2.102 a reconnaitre chacun des alloantigénes, soit le peptide
Hb(64-76) et la molécule de classe II du complexe majeur d'histocompatibilité I-EP,
respectivement par la voie indirecte et directe d'alloréactivité. Le doute souvent associé a
notre modele, avant qu'il ne soit testé, était qu'il était possible que des antigénes H-2°
soient reconnus dans la voie indirecte d'alloréactivité, rendant ainsi notre modéle moins
intéressant. Nos expériences démontrent bien qu'aucun épitope H-2° n'est reconnu par la
voie indirecte d'alloréactivité (Figure 5b). Cette expérience indique également, qu'aucun
antigéne mHEL-Hb n'est reconnu dans la voie directe d'alloréactivité (Figure 5a). Les
résultats ont aussi démontré qu'aucun antigéne H-2° ne peut étre réconnu par les cellules
T 2.102Tg. Donc, nous pouvons ainsi conclure que notre modéle respecte les spécificités

requises a son bon fonctionnement.
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Afin de débuter notre étude, différentes greffes de peau allogénique ont été
effectuées sur les souris 2.102Tg/RAG™. Les rejets observés suite A ces greffes
démontrent que les cellules T 2.102Tg sont capables de rejet de greffe de peau
allogénique par chacune des voies d'alloréactivité. Ainsi, suite aux résultats décrits 2 la
section précédente, nous pouvons conclure que les rejets exercés via la voie indirecte
d'alloréactivité (allogreffes B6(mHEL-HDb) (H-2b)) résultent d'une activation des cellules
T par le peptide Hb(64-76) dérivé de la protéine chimérique mHEL-Hb, présenté par I-E*
sur les CPA du soi, puisque aucun antigéne H-2® n'est reconnu par les cellules T 2.102Tg.
Par ailleurs, nos résultats indiquent et confirment ce que d'autres ont déja établi, c'est-a-
dire que la voie indirecte d'alloréactivité est importante dans le rejet des allogreffes
(Fangmann et al., 1992; Lee et al., 1994; Liu et al., 1993; Sayegh et al., 1993; Wecker et
al., 1995) et qu'elle est aussi suffisante pour induire une destruction compléte du greffon
en absence totale de la voie directe (Auchincloss et al., 1993: Braun et al., 2001;
Valujskikh et al., 1998). Les résultats confirment également qu'une population
clonotypique de cellules T CD4", en absence de cellules T CD8" et de cellules B, est
suffisante pour induire un rejet de greffe de peau par chacune des voies d'alloréactivité.

Etonnamment, les résultats obtenus a l'aide de notre modéle, ol la méme
population de cellules T exercent un rejet via chacune des deux voies, démontrent que les
cinétiques de rejet des greffes de peau sont similaires pour chacune des voies
d'alloréactivité. Il est intéressant de constater que malgré une variation dans les
pourcentages de cellules T CD4" des souris transgéniques, les cinétiques des rejets
demeurent comparables. Cependant, la plupart des études similaires 2 la notre, ont
démontré que la voie directe est généralement plus rapide que la voie indirecte. En effet,
des études ont démontré que les cinétiques de rejet exercé par la voie indirecte sont
retardées, méme parfois non-visible, en comparaison 2 celles de rejet exercé par les
cellules T CD4" ou CD8" via la voie d'alloréactivité directe (Dalloul et al., 1996a:
Wecker er al., 1995). D'autres ont aussi démontré que les rejets exercés via la voie
indirecte d'alloréactivité par les cellules T CD4" sont aussi retardés par rapport aux rejets
de greffes complétement allogéniques (Auchincloss et al., 1993; Lee et al., 1997; Sawada

et al., 1997). Toutefois, Braun et ses collégues n'ont observé aucune différence dans les
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cinétiques des rejets exercés via la voie indirecte versus une combinaison des deux voies
(Braun et al., 2001). Donc, dépendamment des modeles utilisés, les cinétiques pour les
deux voies d'alloréactivité peuvent différer. Cependant, nous devons considérer que dans
nos expériences, en plus de retrouver un trés grand répertoire de cellules T
allospécifiques (100% des cellules T), celui-ci est identique pour chacune des deux voies
d'alloréactivité. Tandis que dans des modéles de souris complétement allogénique, plus
de 90% des cellules alloréactives aux antigénes du greffon participent au rejet aigu via la
voie directe d'alloréactivité, et que seulement de 1-10% répondent via la voie indirecte
(Benichou et al., 1999). Ainsi, dans notre modele, nous pouvons probablement associer
une telle cinétique de rejet rapide par la voie indirecte d'alloréactivité au pourcentage
anormalement élevé de cellules T qui peuvent initier et participer au rejet via cette voie.
Néanmoins, des expériences ont démontré que selon certaines situations cliniques (Opelz
et Lenhard, 1983; Rankin er al., 1990) ou selon des expositions précédentes a des
peptides antigéniques (Gallimore et al., 1998; Kwok et al., 2000; MacDonald et al.,
1993), la voie d'alloréactivité indirecte pouvait aussi dominer les alloréponses. Des
expériences complémentaires réalisées dans le laboratoire ont également démontré qu'il
n'y avait pas de différences significatives entre les temps de rejet des deux voies
d'alloréactivité selon qu'il y ait un transfert adoptif de 2.5, 10 et 15 x 10° cellules T

CD4"*(Sauvé, données non-publiées).

De plus, nos courbes de rejets nous indiquent, de facon surprenante, que les
cinétiques de rejets des souris transgéniques ne sont pas plus rapides que celles des souris
non-transgéniques (B6.AKR). Similaire a nos résultats, la majorité des études effectuant
des greffes de peau allogéniques avec des souris non-transgéniques observent des rejets
entre 10-20 jours aprés la transplantation (Krieger et al., 1996; Le Moine et al., 1999;
Yamamoto ez al., 1998). Dans nos expériences, nous nous serions attendu 2 des rejets
beaucoup plus rapides chez les souris transgéniques, ol la fréquence des précurseurs est
trés grande. Par contre, il ne faut pas oublier que les rejets de greffe de peau,

indépendamment du type de souris employé, sont généralement déja trés rapide.
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Tel que mentionné dans nos résultats, les greffes syngéniques sont demeurées
intactes plusieurs mois suivant la transplantation. Ceci nous suggére donc, que les rejets
observés sont spécifiques aux actions immunitaires exercées par les cellules T
allospécifiques et non suite a une inflammation provoquée par la chirurgie. Cependant,
Matzinger et ses collaborateurs ont déja mentionné qu'il était possible que les cellules T
dérivées du greffon pouvaient participer & une réaction de la greffe contre I'héte (GVHD)
(Anderson et Matzinger, 2001). Cette réaction pourrait, en fait, initier I'inflammation et
conduire au rejet de l'allogreffe. Par conséquent, les réponses étudiées par la suite ne
seraient pas spécifiques aux conditions d'activation retrouvées dans chacune des voies
d'alloréactivité. Puisque, les résultats obtenus avec notre modéle suggérent que les
mécanismes effecteurs dans chacune des voies d'activation seraient différents, il est peu
probable que I'initiation des rejets pour chacune des voies ait été exercée via des réactions
de GVHD. Toutefois, afin de s'en assurer, il faudrait effectuer des greffes de peau

dépourvues de cellules T.

Suite 2 la réalisation des différentes greffes de peau, les organes lymphoides
secondaires des souris transplantées ont été récupérés a la onziéme journée suivant la
greffe. C'est en récupérant ces organes que nous avons observé une augmentation dans la
taille des ganglions axillaires des souris qui avaient rejeté leur greffe de peau via la voie
indirecte d'alloréactivité (allogreffes B6(mHEL-Hb)). De plus. en accord avec cette
augmentation nous avons obtenu, pour ces mémes organes, des comptes cellulaires totaux
plus élevés. En fait, 'augmentation du nombre de cellules dans les ganglions axillaires
pourrait résulter d'une migration des cellules présentatrices d'antigéne présentes dans les
greffons, d'une expansion de cellules T spécifiques aux alloantigénes ainsi que d'un
recrutement dans ces organes, des cellules T 2.102Tg. En effet, il a été démontré que
dans les premiers jours aprés la transplantation d'un organe, les leucocytes passagers du
donneur constituent de 1-20% des cellules mononucléaires circulantes chez le receveur
(Starzl et Zinkernagel, 1998). Le pourcentage de ces cellules dépend de l'organe
transplanté. La peau est un tissu ol I'on retrouve un grand nombre de ces cellules.
Différentes études ont démontré la migration des cellules dendritiques de la peau, les

cellules de Langerhans, via les vaisseaux lymphatiques aux ganglions drainant, ou elles
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peuvent ainsi initier les réponses des cellules T (Hoefsmit ez al., 1982; Silberberg-Sinakin
et al., 1976). Une étude plus récente effectuant des greffes de peau avec des rats, a
démontré par immunohistochimie que c'est au jour 7 suivant la transplantation que les
ganglions étaient les plus gros et qu'on retrouvait le plus grand nombre de CPA
appartenant au greffon (entre 130 et 200 cellules) (Richters e al., 1996). Dix jours aprés
la transplantation, le nombre de ces cellules était redevenu trés faible. Cependant, nos
résultats ne semblent pas démontrer une telle migration des CPA au jour 7 puisque les
comptes totaux des cellules des ganglions axillaires pour ce jour sont sensiblement les
mémes qu'au jour 11 (Tableau 4). Toutefois, afin de s'en assurer, des expériences
d'immunohistochimie ou de cytométrie en flux devraient étre effectuées afin d'étudier la
migration et la localisation des CPA allogéniques suite 2 la transplantation, puisque les
différences observées par Richters et ses collégues n'auraient pu étre détectées par de
simples comptes cellulaires. De plus, nous pouvons, suite aux analyses de cytométrie,
affirmer que l'augmentation du nombre de cellules observée au tableau 3 est en partie
attribuable 2 une expansion clonale de cellules T CD4" et/ou 2 une migration dans ces
organes des cellules T 2.102Tg (Tableau 4). Par conséquent, les analyses de BrdU
(Figure 7) démontrent également une expansion clonale de cellules T CD4* 2 la onziéme
journée suivant la transplantation dans les ganglions axillaires des souris qui ont rejeté
leur greffe de peau via la voie indirecte d'alloréactivité (allogreffes B6(mHEL-Hb)).
Toutefois, il n'est pas nécessairement surprenant de constater qu'aucune expansion
cellulaire T CD4" n'est présente dans la rate des souris greffées (Tableau 6) puisque des
expériences similaires aux ndtres ont déja démontré une absence de réponse dans cet
organe (Matesic et al., 1998b). Cependant, contrairement 2 ces derniéres, d'autres
expériences ont démontré, suite au rejet, une activation des cellules T CD4" dans la rate

(Lehmann et al., 1997).

Aussitdt récupérées, les cellules des rates et des ganglions ont été mises en culture
afin d'analyser leurs productions en cytokines. Une telle production est significative de la
présence de cellules effectrices dans ces organes. De plus, I'étude de la production des
cytokines permet aussi d'analyser les profils cytokiniques acquis par ces cellules. Nos

analyses ELISA démontrent une plus grande production d'IFN-y dans les ganglions
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axillaires des souris qui ont rejeté par la voie indirecte d'alloréactivité (allogreffes
B6(mHEL-Hb)). Ces résultats concordent avec l'observation d'une prolifération des
cellules T chez ces mémes souris. De plus, nous pouvons aussi suggérer qu'il y a trés peu
de cellules productrices d'IFN-y dans les organes lymphoides secondaires des souris qui
ont regu les allogreffes B10.P, étant donné que la production observée de cette cytokine
est beaucoup plus faible (10 fois moins). La production d'IFN-y chez ces souris est
similaire a celle obtenue chez les souris qui ont regu les greffes isogéniques (greffes
B6.AKR). Par ailleurs, nous pourrions croire que les cellules T 2.102Tg se différencient,
dans la voie indirecte d'alloréactivité, en cellules de type Thl, puisque nous n'avons
détecté aucune production d'IL-4 significative pour chacune des souris. En effet, la
production d'IL-4 observée est trés faible, on retrouve environ dix fois moins d'IL-4 par
rapport 2 I'I[FN-y dans chacun des groupes de souris. Cependant, certains travaux ont
démontré l'inefficacité de la méthode ELISA a détecter I'lL-4 dans des surnageants de
culture par rapport & la méthode, beaucoup plus sensible, qu'est 'ELISPOT. Matesic et
ses collegues ont conclu que cette incapacité a détecter I'TL-4 était engendrée par la
consommation de cette cytokine par des récepteurs spécifiques exprimés a la surface de
cellules présentes dans les cultures (Matesic et al., 1998a). Alors, dans nos expériences,
nous ne pouvons réellement conclure que le phénotype acquis par les cellules T est de
type Thl. Le profil pourrait étre également de type Th2 puisqu'il est connu que 1'lL-4 et
I'TFN-y provoquent respectivement une production d'anticorps d'isotype IgGl et IgG2a
(Finkelman et al., 1990; Snapper et al., 1988). Or, des expériences réalisées avec un
modéle de transfert adoptif de cellules 2.102Tg dans des souris déficientes pour les
cellules T ayant un TCRof, ont démontré une production similaire de ces deux isotypes
dans les souris qui ont rejeté par la voie indirecte d'alloréactivité (les allogreffes
B6(mHEL-Hb) (Sauvé et al, 2002, soumis & Journal of Immunology). De plus, en accord
avec nos résultats, aucune production d'anticorps n'a été observée dans les souris qui ont

rejeté par la voie directe d'alloréactivité (les allogreffes B10.P).

Plusieurs expériences, similaires aux notres, utilisant 'ELISPOT ont démontré la
présence d'un phénotype mixte Th1/Th2 ol la production d'IFN-y est généralement

beaucoup plus élevée en comparaison avec la production d'IL-4 (Benichou et al., 1999).
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Dans cette méme étude, ils ont aussi observé, a I'aide de I'ELISPOT, que la fréquence de
précurseurs dans la réponse indirecte correspondait 3 5% de la réponse directe observée.
Nos résultats illustrent donc un phénomeéne tout 2 fait contraire, puisqu'en supposant que
la production de cytokines soit représentative de la fréquence de précurseurs producteurs
de cytokines, nous retrouvons, basé sur la production de cytokines, un plus grand nombre
de cellules productrices d'IFN-y dans la réponse indirecte. Par contre, il faut noter que
ces deux études ont été réalisées de fagon complétement différente puisque dans la nétre,
les rejets s'effectuent par I'une ou l'autre des deux voies d'alloréactivité, tandis que dans
I'étude mené par l'équipe du Dr. Benichou le rejet s'effectue via les deux voies
combinées. Donc, lors des rejets exercés via les deux voies d'alloréactivité, les réponses
d'une voie peuvent influencer les réponses des cellules T de l'autre voie puisque
l'environnement est modifié par cette production de cytokines, rendant ainsi les réponses
des cellules T biaisées. En effet, certains ont démontré qu'au début des réponses
immunitaires, il y a une dominance des cellules T de type ThO, suivie plus tard d'une
différenciation en type Thl et Th2 dépendante du micro-environnement (Mosmann et al.,
1991). Une autre équipe a également démontré, in vivo, que les phénotypes Thl et Th2
peuvent étre renversés par des altérations dans le micro-environnement (Daynes et al.,

1990).

Bref, nous n'avons pas observé de différences significatives entre les réponses des
témoins isogéniques et les souris qui ont rejeté leur greffe par la voie directe
d'alloréactivité. Puisqu'il est toutefois possible que la technique utilisée pour ces analyses
ne soit tout simplement pas assez sensible, ces expériences pourraient étre reprises a

l'aide d'une méthode beaucoup plus sensible comme I'ELISPOT.

Malgré des cinétiques de rejet similaire, nous pouvons suggérer que les
mécanismes conduisant au rejet de la greffe semblent étre différents dans chacune des
deux voies d'alloréactivité. Toutefois, il serait possible d'attribuer 1'absence de cellules
effectrices, dans la voie directe d'alloréactivité, a la disparition ou encore a l'anergie des
clones allospécifiques. En effet, il est connu que suite a leurs réponses immunitaires, la

plupart des cellules T meurent par apoptose (von Andrian et Mackay, 2000). Cependant,
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l'expérience de prolifération in vitro démontre clairement que parmi les cellules
récupérées suite aux rejets des allogreffes, les cellules T ont toujours la capacité de
proliférer suite a une stimulation antigénique. De plus, les profils de prolifération des
cellules T 2.102Tg des souris greffées ne sont aucunement modifiés par rapport a ceux
des souris non-greffées (figure 8). Toutefois, ces expériences démontrent la capacité a
proliférer des cellules provenant de la rate. Nous n'avons pas comparé la capacité a
proliférer des cellules des ganglions. Certes, il aurait été préférable de répéter cette
expérience avec les cellules provenant des ganglions, mais compte tenu de la faible
quantité de cellules dans ces organes et du nombre restreint de souris disponibles pour
nos travaux, nous n'avons pas jugé essentiel de faire cette analyse. Par ailleurs, comme
nous le démontre les résultats de nos analyses ELISA ‘et de BrdU, nous pouvons malgré
tout proposer que les cellules T provenant des ganglions des souris greffées ont toujours
la capacité de proliférer et de sécréter des cytokines. De plus, certaines études ont déja
démontré que les réponses, aux greffes de peau, observées dans la rate et les ganglions
étaient comparables (Benichou et al., 1999; Lehmann er al, 1997), Bref, cette
expérience nous confirme qu'il n'y pas d'anergie ou d'atténuation systémique de la

réponse des cellules T CD4".

L'analyse par RT-PCR de l'expression des cytokines [L-4 et [FN-y au niveau des
allogreffes nous démontre un profil de cytokines complétement différent de celui
retrouvé aux organes lymphoides secondaires. En effet, nous observons de 1'TL-4 et de
I'TFN-y dans les allogreffes B10.P et B6(mHEL-Hb). Ces résultats nous indiquent qu'il y
a soit une population mixte de cellules Thl et Th2 ou soit une population de cellules ThO
qui posseéde les deux phénotypes a la fois. Nos résultats sont en désaccord avec certaines
études qui indiquent que les rejets de greffe de peau sont exercés par des cellules
effectrices de type Thl, alors que les cellules de type Th2 sont généralement associées a
la survie des allogreffes (Chen et al., 1994; Davies et al., 1996). Cependant, plusieurs
études, incluant celle présentée auparavant (Benichou et al., 1999), ont également
retrouvé des cytokines appartenant aux deux phénotypes de cellules T. Par exemple, une
étude de greffe de peau a démontré une production d'IFN-y et d'IL-4 dans les rates des

souris qui avaient rejeté (Zelenika et al.,, 1998). Dans cette méme étude, ils ont aussi
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effectué des transferts adoptifs de lignée cellulaire différenciée Thl et Th2. Les deux
types de cellules ont démontré une capacité i rejeter. D'ailleurs, il serait aussi intéressant
d'effectuer ce genre d'expérience avec notre modéle de rejet de greffe de peau. De plus,
une autre étude a démontré que des populations de cellules T CD4* ThO et Th2 peuvent
rejeter des allogreffes d'flots avec la méme efficacité que les cellules T CD4* Thl
(Barbara et al., 2000). Une autre équipe de chercheur a quant 2 elle démontré qu'en
présence de cellules T CD8", les cytokines retrouvés étaient de type Thl et qu'en absence
de ces cellules cytotoxiques le profil cytokinique était mixte (Th1/Th2) avec une présence
d'‘éosinophiles élevée dans les greffons (Chan er al., 1995). Par conséquent, il est
possible que dans notre modgle, ol il y a absence de cellules T CDS*, que les

€osinophiles contribuent activement aux mécanismes de rejets des greffes de peau.

L'ARN codant pour la molécule effectrice associée A la membrane Fas-L est
retrouvé parmi toutes les allogreffes. Ceci suggére donc la présence d'un mécanisme
effecteur cytotoxique des cellules T CD4" dans les deux types d'allogreffes. Plusieurs
études ont démontré que I'activité cytotoxique développé par les cellules T CD4* résulte
de l'interaction entre Fas-L et Fas sur les cibles allogéniques (Hahn ef al., 1995; Van
Parijs et ‘Abbas, 1996). Dans la peau, les kératinocytes sont connus pour exprimer la
molécule Fas a un niveau basal. Ces cellules sont donc des cibles potentielles a
l'apoptose exercé par Fas-L, induit sur les cellules T CD4* cytotoxiques allogéniques
(Baker et al., 1996; Lindner et al., 1997; Viard et al., 1998). De plus, des études réalisées
avec des allogreffes rénales humaines ont démontré I'importance de la voie Fas/Fas-L
dans I'immunité exercée par les cellules T (Sharma et al., 1996). Par ailleurs, ce méme
groupe a également observé, dans des biopsies de reins, la présence d'ARNm
correspondant 3 la molécule Fas-L dans les reins rejetés et I'absence de cette méme
molécule dans les allogreffes de reins bien tolérées. Cependant, une étude a aussi
démontré que les souris déficientes pour la molécule Fas-L rejettent leur greffe de peau
aussi bien que des souris normales. Ils ont associé ce rejet A la présence d'IL-5 et
d'éosinophiles dans les greffons (Le Moine et al., 1999). D'ailleurs, c'est cette méme
équipe qui a apporté les premiéres évidences de I'IL.-5 comme médiateur clé du rejet en

absence de cytotoxicité. Toutefois, d'autres études avaient aussi rapporté, dans des
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biopsies d'allogreffes de rein et de foie, la présence élevée d'éosinophiles (de Groen et al.,
1994; Martinez ez al., 1993b; Nolan et al., 1995; Ten er al., 1989). Alors, il semble que
I'IL-5 et les éosinophiles contribuent a une certaine forme de rejet dans la transplantation.
Il serait donc intéressant de vérifier 2 l'aide de notre modele la présence d'IL-5 par
ELISPOT et RT-PCR et d'éosinophiles par immunohistochimie. Des expériences de RT-
PCR spécifiques a I'IL-5 avaient déja été entreprises dans notre laboratoitre. Par contre,
aucune expérience n'a été véritablement concluante. Ces expériences devraient, en effet,

étre reproduites a I'aide de nouvelles amorces ainsi que de nouvelles conditions de PCR.

Les analyses de RT-PCR nous démontrent également une infiltration de cellules T
2.102Tg dans tous les types de greffes. Cependant, nous pouvons observer 2 la figure 11
que l'infiltration des cellules T est beaucoup plus grande dans les allogreffes que dans les
greffes isogéniques. Cette augmentation illustre bien la présence accrue d'effecteurs aux
sites du rejet. Toutefois, la faible présence de cellules T 2.102Tg dans les isogreffes ne
provient certainement pas d'un recrutement spécifique, puisque nous n'observons aucun
rejet de ces greffes. Ce recrutement peut étre attribuable a I'inflammation provoquée lors
de la réalisation des greffes. La chirugie associée aux transplantations peut conduire 2
l'activation de plusieurs cellules, comme les cellules endothéliales et épithéliales, qui
produisent et sécrétent différentes chémokines. Ces molécules permettent ainsi
l'infiltration de diverses cellules immunitaires, incluant les cellules T, au site de
l'inflammation, dans notre cas, au greffon. Une étude a d'ailleurs démontré que dans les 4
premiers jours suivant la transplantation, il y avait la présence de chémokines autant dans
les isogreffes que dans les allogreffes (Watarai et al., 2000). A la septiéme journée
suivant la greffe, aucune chémokine ne pouvait étre détectée dans les deux types de
greffes. Cependant, pour les allogreffes, une nouvelle apparition de ces molécules était
observée au jour 9 suivant la transplantation. Par conséquent, dans cette expérience, il y
avait dans les journées qui suivaient la greffe un recrutement non-spécifique de diverses

cellules au greffon.

Bref, en résumé, nous n'avons pas identifié de cellules effectrices participant au

rejet, via la voie directe d'alloréactivité, dans les organes lymphoides secondaires des
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souris greffées. Cependant, une présence de cellules T 2.102Tg ainsi que de cytokines
de type Thl et Th2 ont été observé dans les greffons rejetés par cette méme voie
d'alloréactivité. Ainsi, les résultats obtenus au site du greffon sont similaires pour les
deux types de voies d'alloréactivité. Puisque dans nos expériences, ce sont les
événements qui se produisent aux organes lymphoides secondaires qui différent pour les
deux voies impliquées dans les rejets de greffe, nous pouvons supposer que ce sont les
mécanismes d'initiation des rejets de greffe de peau qui sont différents pour chacune des
voies. Toutefois, afin de mieux comprendre et de comparer les événements d'initiation et
effecteurs impliqués dans les rejets au site des greffons, des analyses complémentaires
d'histologie et d'immunochimie devraient étre entreprises. Suite aux résultats obtenus
pour l'ensemble de ce projet, nous avons émis I'hypothése que dans notre modele, les
organes lymphoides secondaires ne joueraient pas un role majeur dans les rejets par la
voie directe d'alloréactivité. En fait, ces organes auraient un réle différent selon le
contexte d'alloréactivité dans lequel ils sont impliqués. D'autres expériences sur 1'étude
de la production d'alloanticorps réalisées par Dominique Sauvé dans notre laboratoire
(Sauvé, données non-publiées) ont démontré la présence d'alloanticorps de type IgG,
seulement, dans la voie indirecte d'alloréactivité. Ainsi, ces résultats nous permettent
également d'appuyer notre hypothése, puisque sans la présence de cellules T activées aux
organes lymphoides secondaires, il ne peut y avoir de production d'anticorps par les
cellules B. Jusqu'a présent, il est généralement accepté de tous que l'initiation des
réponses des cellules T dans la transplantation se produit via la reconnaissance
d'alloantigénes présentés sur les leucocytes passagers du donneur qui infiltrent les
organes lymphoides secondaires du receveur (Benichou, 1999). Suite a cette
reconnaissance de l'antigéne, les cellules T activées infiltrent la greffe et sécrétent des
cytokines. Aprés que les cellules passagéres aient quitté le greffon, les cellules
endothéliales et épithéliales sont les seules cellules du donneur qui expriment les
molécules de classe II du CMH (Benichou, 1999). Les cellules T naives qui
reconnaitront ces molécules du CMH allogéniques 2 la surface de ces cellules, qui ne sont
pas des CPA professionnelles, deviendront alors anergiques, devenant ainsi incapable de
proliférer et de produire de I'IL-2 (Gaspari et al., 1988; Lo et al., 1989). Ainsi, en

contradiction avec ces énoncés, selon notre hypothése nous suggérons que les cellules T
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allospécifiques pourraient s'activer directement au site du greffon, c'est-a-dire sans
rencontre au préalable dans les organes lymphoides secondaires drainant. Valujskikh et
ses collégues ont eux aussi déja suggéré la possibilité que les cellules T seraient activées
par les CPA dans la greffe elle-méme (Valujskikh ez al., 1998). D'autres ont également
suggéré cette possibilité pour des greffes de coeurs et de reins (Briscoe et al., 1998;
Pedersen et Morris, 1970; Pober et al., 1996). De plus, une étude plus récente a
démontré que les cellulles endothéliales (cellules non-hématopoiétiques) peuvent devenir
des CPAs potentielles pour l'alloreconnaissance des cellules T CD8" in vivo et in vitro.
Cette méme étude a aussi établi, a I'aide d'un modele allogénique de greffe de coeur dans
un contexte unique d'alloréactivité directe, que les greffes de coeur sont rejetées en
absence de CPAs hématopoiétiques du greffon (Kreisel et al, 2002). Valujskikh et ses
collégues ont également démontré que les cellules T CD8" peuvent rejeter des greffes de
peau par reconnaissance de cellules endothéliales de I'h6te qui ont préalablement acquis
les alloantigénes du greffon (Valujskikh et al, 2002). Par contre, certaines études
concluent que les organes lymphoides secondaires sont essentiels dans les rejets de greffe
de peau et de coeur (Barker et Billingham, 1968; Lakkis et al., 2000; Miyawaki et al.,
1994).

Afin de vérifier notre hypothése, de futures expériences devront étre réalisées au
sein du laboratoire. Présentement, des croisements entre des souris 2.102Tg/RAG™ et
des souris déficiente pour le récepteur de la lymphotoxine B (LtBR”") sont effectués.
Gréce a cette derniere mutation, les souris nouvellement croisées ne posséderont aucun
organe lymphoide secondaire fonctionnel (Futterer et al., 1998). Donc, des expériences
d'allogreffes B10.P et B6(mHEL-Hb) avec ces souris permettront de confirmer si oui ou
non I'hypothése avancée s'avére exacte. Selon notre hypothése, dans ces expériences les
allogreffes B10.P pourraient, chez ces souris, étre rejetées, méme en absence des organes

lymphoides secondaires.

Les travaux réalisés dans le cadre de ce projet de maitrise correspondaient a la
premiére étude réalisée dans le laboratoire. Grace a un tel modele de rejet de greffe de

peau, ol les voies d'alloréactivité directe et indirecte peuvent étre étudiées de facon
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indépendante, plusieurs aspects de la réponse immunitaire impliqués dans les rejets
d'allogreffes de peau et éventuellement de tout autre organe vascularisé pourront y étre
étudiés. Nos résultats démontrent clairement que les mécanismes d'activation des
cellules T CD4" semblent étre différents pour chacune des voies d'alloréactivité. Puisque
les thérapies immunosuppressives actuelles ne parviennent pas a empécher de fagon
adéquate les €éventuels rejets, il est impératif de poursuivre ces études afin d'obtenir de
meilleures connaissances a propos des mécanismes immunitaires impliqués lors des rejets
de greffe. Une telle compréhension de ces mécanismes permettra de définir de nouvelles
et surtout de meilleures cibles potentielles pour I'élaboration de futures thérapies

immunosuppressives.
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Annexe 1: Phénotype des cellules T CD4'suite a des rejets de greffe de peau dans un
contexte d'alloréactivité directe et indirecte. Les cellules de la rate des souris greffées
ont été analysées par cytométrie en flux pour A) leur morphologie B) les marqueurs de
cellules T CD3 et CD4, ainsi que C) les marqueurs d'activation cellulaire CD62L et
CD69. Les résultats présentés sont représentatifs des résultats obtenus dans les ganglions

axillaires. (Baratin, M, données non publiées) (IM*:Intensité moyenne)



% cellules positives

107

A) B)
42 60 3 |
B g n
L
~ 40 - 50 -
x :-s E
= g O =
Q 38 T ~40 -
(7)) 8 =]
7
g 3
36 T 30 N Em
34 Hll— . r ; ;
60 62 64 66 68 20 %0 55 %0 .
FSC (IM*) cD4 S
C)
100 —

q
3,1

!
—

Bl isogénique
Directe
S0 '[ _I_ B Indirecte
25 — X
oI :

CD4 CcD62L CD69



108

Annexe 2: Témoins négatifs et positifs des analyses de phénotypage des cellules T
CD4' suite aux rejets de greffes de peau. Des cellules T 2.102Tg ont été stimulées in
vitro avec 1 uM du peptide Hb(64-76) et des splénocytes irradiés de souris B6.AKR.
Aprés une incubation de 48 heures, les cellules ont été marquées a l'aide des anticorps
spécifiques aux molécules CD4 et a I'une des moléculed suivantes, A) CD62L, B) CD25,
C) CD44 et D) CD95L et analysées par cytométrie en flux sur un appareil de type Coulter
Epics XL (Hialeah, FL, USA). Les populations négatives représentent des cellules T

2.102Tg non-stimulées.
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