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X
SOMMAIRE

Afin d’approfondir le réle des réponses alloréactives directe et indirecte dans la
production en alloanticorps et dans la modulation des cellules T cytotoxiques CD8", notre
laboratoire a développé un modéle innovateur basé sur I’utilisation d’une lignée de souris
transgéniques (2.102Tg) pour un récepteur de la cellule T dérivant, d’un clone de cellule
T CD4". Dans ce modéle, un seul clonotype de cellule T est capable a lui seul
d’alloréactivité directe et indirecte. Nous avons utilisé un systéme de transfert adoptif
avec des cellules T CD4" purifiées provenant de souris 2.102Tg, et effectué des greffes de

rmiMom ¢ roisées avec des souris B6.AKR

peau de queue de souris sur des C57BL/6J Tcra
pour introduire la mutation dans un haplotype H-2* (TCRaKOK). Ces souris ne
possédent pas de cellules T périphériques CD4™ ou CD8" TCRaf, et se trouvent
incapables de rejet de greffe. Les observations faites indiquent que le rejet des allogreffes
se produit dans les deux voies d’alloréactivité entre les jours 14 et 18. La production en
alloanticorps dans les sérums obtenus avant et aprés le rejet a été analysée par cytométrie
en flux. Les résultats démontrent, suite & un transfert adoptif de 10x10° cellules T CD4",
une production en anticorps IgG chez les souris ayant rejeté leur allogreffe par la voie
indirecte. Par contre, aucune production en anticorps IgG n’a été observée dans la voie
directe d’alloréactivité. Ces résultats indiquent donc que la voie indirecte est requise pour
les réponses en alloanticorps. Il a également été démontré, & partir des résultats obtenus
suite au transfert adoptif de différentes quantités de cellules effectrices, une absence de
corrélation entre les réponses en anticorps et le rejet aigu de greffe de peau. Les résultats
obtenus suggerent que I’absence de production en anticorps suite au rejet de greffe de
peau dans la voie directe d’alloréactivité suggere une absence d’activation des cellules B,
possiblement due & une absence d’activation des cellules T dans les organes lymphoides
secondaires.  De plus, la présence des cellules T CD4" semble nécessaire pour permettre
la maturation des cellules T CD8" en CTL qui vont lyser les cellules cibles du greffon.
Ainsi, les événements menant a ’initiation des réponses immunes responsables du rejet

des aljogreffes de peau peuvent différer entre les deux voies d’allpréactiyité.
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INTRODUCTION



Les transplantations représentent parfois le seul traitement de choix pour des
patients avec des problémes rénaux, cardiaques ou des maladies pulmonaires. Le
développement de médicaments immunosuppresseurs a amené une amélioration de la
survie a court terme des greffes. Toutefois, les drogues immunosuppressives ont un
impact modeste sur le taux de survie des greffes 4 long terme. Une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués dans le rejet de greffe est nécessaire pour
développer de meilleures thérapies immunosuppressives. Il existe deux voies
d’alloréactivité impliquées dans le rejet de greffe. Dans la voie d’alloréactivité directe,
les cellules T du receveur reconnaissent des molécules du CMH sur la surface des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) du donneur, alors que dans la voie d’alloréactivité
indirecte les cellules T du receveur reconnaissent un allopeptide présenté par une CPA du
receveur. Ainsi, plusieurs études indiquent clairement le réle essentiel des cellules T
CD4" dans les processus impliqués dans le rejet des allogreffes. Malgré tout, les
connaissances portant sur les mécanismes exacts par lesquels les cellules T opérent et sur

la contribution réelle des voies alloréactives directe et indirecte demeurent incomplétes.

Par ailleurs, les réponses alloréactives directe et indirecte aux molécules du CMH
de classe II allogéniques ont été démontrées tant dans des modeles de laboratoire qu’au
niveau clinique. Néanmoins, peu de modeles expérimentaux adéquats existent pour
élucider le réle des voies directe et indirecte dans le rejet des allogreffes. Effectivement,
la contribution relative des voies alloréactives dans un systéme biologique dont les
paramétres se trouvent finement contrdlés n’a pas été évaluée. Le but de la recherche
présentée dans ce mémoire rédigé par article a consisté a évaluer in vivo I’étendue des
fonctions auxiliaires remplies par les lymphocytes T CD4" lors des réponses alloréactives
directe et indirecte. Pour mener 2 bien cette recherche, un modéle murin de greffe de
peau & partir de diverses lignées de souris transgéniques et de souris congéniques a été
utilisé. L’approche expérimentale considérée pour atteindre le premier objectif a été une
analyse et une caractérisation de la production en anticorps par les cellules B contre des
alloantigénes, suite & des analyses en cytométrie en flux des sérums de souris obtenus
avant et aprés le rejet de greffe de peau. Le second objectif a consisté & étudier la

modulation de la réponse des cellules T cytotoxiques CD8" par un test de cytotoxicité



avec relargage de chrome 51 (*'Cr). Dans un premier temps, cette étude de la modulation
des réponses cytotoxiques a été faite suite a un transfert adoptif de cellules T CD8" seules
dans les souris receveuses de greffe de peau, puis dans un second temps avec un transfert

adoptif de cellules T CD8" et de cellules T CD4" combinées.

La premiére partie de cet ouvrage consiste en une revue de littérature détaillant les
mécanismes impliqués dans le rejet de greffe, les voies alloréactives ainsi que le modéle
murin de greffe de peau utilisé. Un article scientifique (chapitre I) reflétant les résultats
obtenus au cours de cette étude, portant sur la production en alloanticorps, constitue la
principale partie de ce mémoire. La numérotation des figures de cette section a été
changée en fonction de I’apparition des figures dans ce document. Finalement, le
chapitre II présente les résultats supplémentaires obtenus pour atteindre le second objectif

de recherche portant sur la modulation des cellules T cytotoxiques.



REVUE DE LITTERATURE



1. LA TRANSPLANTATION

La transplantation d’organes représente parfois le seul traitement de choix pour de
nombreux patients atteints de maladies cardiaques, rénales ou de problémes pulmonaires
(Benichou 1999 ; Bushell et Wood 1999). Les greffes d’organes correspondent de nos
jours a des procédures assez courantes au niveau de la pratique clinique (Bernabeu 1998).
Effectivement, il y a approximativement 36 000 transplantations au niveau mondial a
chaque année (Rose 1998) et en 2001, il y a eu 442 transplantations au Québec (Québec
Transplant 2001). Toutefois, il y a de nombreux patients en attente pour une
transplantation conséquence entre autres du faible taux de disponibilité des donneurs et
des organes. Les données de Québec Transplant pour 2001 indiquent qu’il y a environ

930 patients en attente pour une transplantation.

2. IMMUNOSUPPRESSION

Le succés de la transplantation repose sur le développement et sur ’amélioration
de médicaments immunosuppresseurs. Ces médicaments agissent sur la réponse immune
permettant une inhibition du rejet de greffe (Bushell et Wood 1999). En absence de
traitements immunosuppresseurs, les organes greffés subissent invariablement des
dommages causés par la réponse immune entrainant alors une perte de la fonction des
organes puis le rejet de ceux-ci. L’irradiation des patients, qui engendre une
immunosuppression non spécifique, a été le premier traitement utilisé afin de diminuer les
réponses du systéme immunitaire dirigées contre les greffons. Ce dernier a rapidement été
remplacé par des drogues immunosuppressives comme les glucocorticoides, les stéroides
et 1’azathioprine, une analogue de purine (Auchincloss et Sachs 1993 ; Rossini et al.
1999). La cyclosporine A (CyA) représente également le plus important médicament
immunosuppresseur qui a grandement modifié le succes de la transplantation, étant donné
que cette drogue agit par une inhibition sélective des réponses immunes adaptatives
(Kahan 1989). En effet, la cyclosporine A agit en bloquant la production de I’IL-2 et en
conséquence son utilisation par les cellules T (Shevach 1985 ; Kahan 1989). La seconde

génération des agents immunosuppresseurs comprend, entre autres, le tracrolimus (FK-



506), la rapamycine et les anticorps monoclonaux anti-CD3 (OKT3) (Bernabeu 1998 ;
Sayegh et Turka 1998). Quant a la rapamycine, elle inhibe la prolifération, sans affecter
les récepteurs de I’IL-2, en interférant plutot avec les actions des cytokines au niveau de
la signalisation (Dumont et al. 1990). Ainsi, les médicaments immunosuppresseurs
permettent une atténuation de la réponse immune dirigée contre les cellules du greffon
suite & la transplantation et empéchent donc le rejet et la perte des fonctions des organes

greffés.

Le développement de médicaments immunosuppresseurs, au cours des deux
derniéres décennies, a amené une amélioration de la survie des patients et de la survie des
organes greffés & court terme. Avant I’utilisation clinique de la cyclosporine A, le taux de
survie des greffes rénales aprés un an se situait environ a 65 % (Sayegh et Turka 1998).
Présentement, le taux de survie des organes durs greffés, principalement des greffes
rénales, est prés de 90 % un an aprés la transplantation (Denton et al. 1999 ; Rossini et al.
1999). Cette augmentation résulte principalement des progrés réalisés au niveau de la
prévention et du traitement du rejet aigu (Denton ez al. 1999), ainsi qu’au niveau de la
compréhension des mécanismes cellulaires et biologiques impliqués dans le systéme
immunitaire (Rossini ef al. 1999). Pourtant, cette amélioration du taux de survie a court
terme n’a pas résulté en une augmentation équivalente du taux de survie des greffes a
long terme (Hayry et al. 1993 ; Shirwan 1999), puisque le taux de survie des greffes a
long terme demeure un probléme important (Denton et al. 1999). Effectivement,
seulement 20 % des greffes vont étre fonctionnelles aprés 10 ans (Orloff et al. 1995). De
plus, il a été démontré que la cyclosporine A a un impact modeste sur le taux de survie
des greffes (Opelz 1992). Ainsi, les médicaments immunosuppresseurs qui empéchent le
rejet aigu semblent incapables de prévenir le rejet chronique. Le rejet chronique demeure
donc une des complications majeures associées a la transplantation et représente une des

principales sources de morbidité et de mortalité (Hayry et al. 1993 ; Rose 1998).

Par ailleurs, une administration & long terme de médicaments
immunosuppresseurs, essentielle chez les patients greffés, engendre des effets secondaires

indésirables. Il existe des risques de toxicité associés aux substances a effets



immunosuppresseurs au niveau de divers tissus incluant les reins, le foie, le pancréas et le
systeéme nerveux (Dantal et al. 1998 ; Sayegh et Turka 1998). Par exemple, la
cyclosporine A est néphrotoxique et induit aussi des problémes d’hypertension (Denton et
al. 1999). Ces drogues immunosuppressives a large spectre aménent également une
prédisposition a des infections opportunistes et au développement de tumeurs, compte
tenu qu’elles exercent des effets sans discrimination sur les réponses immunes (Bushell et
Wood 1999 ; Denton et al. 1999). Ces agents immunosuppresseurs inhibent donc les
réponses bénéfiques en méme temps que les réponses délétéres. En conséquence,
I’utilisation de médicaments immunosuppresseurs meéne a une augmentation de
I’incidence des cancers chez les patients transplantés. 1l y a développement de cancers,
principalement au niveau de la peau, chez 10 % a 45 % des patients immunosupprimés
apres 10 ans, alors que 40 % a 75 % des patients fortement immunosupprimés vont
développer des néoplasies malignes aprés 20 ans (Dantal ef al. 1998 ; Newstead 1998).
Bref, les agents immunosuppresseurs utilisés en transplantation possédent une nature non
spécifique et ne peuvent pas faire la distinction entre une réponse immune bénéfique
contre des infections pathogénes et une réponse immune engendrant la destruction de la
greffe. Ainsi, il est important de développer en transplantation des nouvelles thérapies
plus spécifiques afin de réduire, entre autres, le risque des infections opportunistes et le

développement de tumeurs malignes.

3. LES TYPES DE REJET DE GREFFE

La transplantation engendre irrévocablement une activation des réponses immunes
dirigées contre le greffon entrainant une perte des fonctions et le rejet des organes greffés.
Il existe différents types de rejet de greffe. Le rejet hyperaigu se produit lorsqu’un organe
est rejeté dans les minutes ou les heures suivant la transplantation. La présence
d’anticorps préformés chez des patients correspond a un élément caractéristique du rejet
hyperaigu. Ce type de rejet est prédominant dans le cas des xénogreffes (Auchincloss et
Sachs 1993 ; Rossini et al. 1999). En outre, le rejet hyperaigu est irréversible (Pattison et
Krensky 1997). Par ailleurs, la transplantation de tissus engendre automatiquement un
rejet aigu basé sur la reconnaissance des cellules étrangéres, et se produit dans les

premiéres semaines aprés la transplantation. Le rejet aigu est principalement caractérisé



par une nécrose tissulaire, un cedéme et une sévére inflammation locale (Rosenberg et
Singer 1992 ; Orosz et VanBuskirk 1998) résultant notamment des infiltrations
cellulaires. Il est proposé que les leucocytes passagers présents dans les organes greffés
initient le rejet aigu (Sekine et al. 1997 ; Briscoe ef al. 1998). Les épisodes de rejet aigu
peuvent étre essentiellement contr6lés grace aux médicaments immunosuppresseurs, ou
justement une immunosuppression inadéquate représente un facteur de risque important
pour le développement d’un tel rejet. Le rejet aigu constitue un important pronostic du
rejet chronique et ultimement de la perte de la greffe (Vella ef al. 1997a). Quant au rejet
chronique, il se caractérise par une détérioration progressive des fonctions des organes
greffés commengant quelques mois ou années aprés la transplantation et méne ultimement
a la perte des organes, et ce méme en présence de fortes thérapies immunosuppressives
(Rose 1998). 1l existe plusieurs facteurs impliqués dans ce processus mais une des
principales manifestations du rejet chronique est une artériosclérose au niveau de la greffe
et aussi une fibrose (Sayegh et Turka 1998 ; Shirwan 1999). Malgré les progres
effectués, le rejet chronique demeure un probléme majeur en transplantation et un

obstacle pour la survie a long terme des greffes.

4. MECANISMES IMPLIQUES DANS LE REJET DE GREFFE

4.1 Le complexe majeur d’histocompatibilité

La transplantation d’organes entre deux individus non identiques de la méme
espéce (allogreffe) résulte en une réponse immune spécifique qui va mener au rejet des
organes greffés (Arakelov et Lakkis 2000). En général, les réponses cellulaires induites
aprés une transplantation suivent les régles fondamentales de la réponse immunitaire. La
force exceptionnelle des réponses allogéniques en transplantation repose sur le grand
nombre de cellules T spécifiquement alloréactives contre des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) allogéniques. Le CMH se compose de plusieurs loci
hautement polymorphiques divisés en deux classes principales (CMH I et CMH II)
(Krensky et al. 1990). Ces loci forment un groupe de génes étroitement liés sur le

chromosome 6 chez les étres humains ou sur le chromosome 17 chez la souris (Little et



Parham 1999 ; Rhodes et Trowsdale 1999). Les antigénes du CMH possédent une
importance critique dans I’immunité & médiation cellulaire du rejet des allogreffes
(Lechler et al. 1991), puisqu’il représente la principale cible de la réponse immune en
transplantation. En fait, la découverte des molécules du CMH découle des observations
des réponses immunes obtenues suite au rejet de greffe suivant la transplantation (Rogers
et Lechler 2001). Il a méme été suggéré qu’une élimination des antigénes du CMH
pouvait représenter une stratégie thérapeutique afin d’atteindre une meilleure survie des

greffes a long terme (Lee et al. 1997).

L’expression des molécules du CMH de classe I se fait a la surface de la vaste
majorité des cellules nucléées. Les molécules de classe I du CMH correspondent a des
hétérodimeres formés par une chaine lourde (@) et une chaine légére (B>-microglobuline).
La chaine lourde contient trois domaines extracellulaires o1, o2 et a3. Les domaines ol
et a2 composés chacun par une hélice o et un feuillet o s’apparient pour former un sillon
a la surface de la molécule afin de permettre la liaison du peptide (Bjorkman et al. 1987).
Le CMH de classe I est codé chez la souris par les genes H-2D, H-2K et H-2P, et il est
codé chez les humains par HLA-A, HLA-B et HLA-C (Jones 1997 ; Little 1999). Les
molécules de classe II consistent, quant a elles, en des hétérodiméres qui forment un
complexe non covalent de deux chaines, a et 3. Les génes IA et IE codent pour les
molécules de classe II chez la souris alors que HLA-DR, HLA-DP et HLA-DQ
correspondent aux antigénes de classe II du CMH chez les humains (Jones 1997). Les
molécules de classe II du CMH se retrouvent a la surface des cellules présentatrices
d’antigénes professionnelles (CPA) comme les macrophages, les cellules B et les cellules
dendritiques. Les CPA consistent en des cellules spécialisées qui vont dégrader les
antigenes en fragments peptidiques et présenter ceux-ci via les molécules du CMH a la
surface, en association avec les molécules nécessaires pour la stimulation des

lymphocytes (Auchincloss et Sachs 1993).

Quant a la fonction physiologique des molécules du CMH, cette dernicre consiste
a lier des antigénes nominaux sous forme de peptides puis & présenter ceux-ci au
récepteur de la cellule T (TCR) (Fangmann et al. 1992 ; Douillard ef al. 1999 ; Arakelov
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et Lakkis 2000). L’expression des antigénes du CMH est également augmentée en
réponse a différentes cytokines chez plusieurs types cellulaires, notamment I’interféron-
gamma (IFN-y). Les cellules T CD4" reconnaissent les molécules du CMH de classe II,
alors que les molécules du CMH de classe I présentent les peptides fragmentés aux
cellules T CD8". Cette interaction entre le TCR et le CMH, en association avec des
molécules de co-stimulation, va induire les réponses immunes impliquées dans le rejet de

greffe (Lederman et Suciu-Foca 1999).

Tel que mentionné précédemment, les molécules du CMH de classe I se
retrouvent exprimées a la surface des CPA professionnelles. Toutefois, suite & une
stimulation par des cytokines in vitro ou durant une inflammation systémique, une
expression des molécules du classe II du CMH peut étre induite sur une variété¢ de
cellules épithéliales et endothéliales qui vont posséder alors la capacité de présenter des
antigénes (Nickoloff et Turka 1994 ; Lohse 1996).  Les kératinocytes et les fibroblastes
peuvent également correspondre & des cellules présentatrices d’antigénes de type non-
professionnel. Néanmoins, ces cellules semblent posséder une capacité plus limitée a
stimuler les cellules T comparativement aux CPA professionnelles a cause d’une

expression inadéquate des molécules de co-stimulation (Laning et al. 2001).

4.2 Initiation du rejet : migration des CPA vers les organes lymphoides

secondaires

Il existe plusieurs mécanismes impliqués dans le rejet des allogreffes. La
contribution des différents mécanismes effecteurs et leurs fonctions relatives dans le
processus du rejet dépendent de divers facteurs comme le type de greffe, la disparité
antigénique entre donneur et receveur et 1’histoire médicale du receveur (Bradley 1996).
Des analyses effectuées sur les cellules infiltrant les greffons ont révélé la présence de
divers types de cellules incluant les cellules T CD4", les cellules T CD8", les cellules NK,
les macrophages et les cellules B (Tilney et al. 1975 ; Ascher et al. 1984 ; Yamamoto et
al. 1998). Le premier événement a se produire dans le rejet de greffe est la sensibilisation

du systéme immunitaire du receveur. Suite & la transplantation, les CPA migrent du
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greffon vers les organes lymphoides secondaires ou elles vont activer des lymphocytes T
spécifiques. Cette activation résulte des interactions entre les molécules du CMH
exprimées a la surface des CPA et les TCR (Rose 1998 ; Arakelov et Lakkis 2000). La
réponse immune débute donc au niveau des organes lymphoides secondaires tels que les
ganglions lymphatiques, la rate et les plaques de Peyer (Janeway et Travers 1997). 1l est
suggéré que les organes lymphoides secondaires soient essentiels pour une initiation des

réponses immunes impliquées dans le rejet des allogreffes de peau (Lakkis er al. 2000).

Les cellules dendritiques interstitielles consistent en des leucocytes passagers dans
les organes greffés, qui possédent une expression constitutive élevée de molécules du
CMH de classe II et qui possédent également des propriétés de co-stimulation
(Banchereau et Steinman 1998). Ces cellules dendritiques fournissent le principal
stimulus responsable du rejet des greffes (Setum ez al. 1990). En fait, une déplétion des
leucocytes passagers dans les organes avant la transplantation réduit les épisodes de rejet
aigu (Lechler et Batchelor 1982).  Ainsi, les CPA, principalement les cellules
dendritiques, suite a la transplantation migrent rapidement du greffon vers les organes
lymphoides secondaires du receveur ot vont débuter les réponses immunes. Notamment,
la migration des cellules de Langerhans, c’est-a-dire les cellules dendritiques de la peau,
vers les organes lymphoides secondaires a été démontrée (Larsen ef al. 1990a ; Richters
et al. 1999). 1l a été également démontré par Larsen et al. (1990b) que la migration des
cellules dendritiques des allogreffes cardiaques chez les souris vers la rate joue un role
dans D’initiation des réponses immunes impliquées dans le rejet de greffe. Ainsi, il s’en
suit une interaction entre les molécules du CMH exprimées a la surface des CPA avec les
récepteurs des cellules T, en association avec des molécules de co-stimulation,
engendrant alors une activation des cellules T qui vont jouer un réle clé dans le rejet des

allogreffes.
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4.3 Cellules T CD4"

Les principales cellules engagées dans le processus du rejet de greffe
correspondent aux lymphocytes T oy CD4" qui jouent un rdle central et essentiel dans les
réponses immunes (Hall 1991 ; Auchincloss et Sachs 1993 ; Pietra ef al. 2000).
Effectivement, ’activation des cellules T en réponse au CMH allogénique exprimé sur les
cellules du greffon engendre le rejet des allogreffes (Benichou ef al. 1999). Notamment,
le transfert adoptif de cellules T permet de restaurer le rejet de greffe de peau dans des
animaux préalablement immunosupprimés (Hall 1991). Le réle critique des cellules T
dans le rejet des allogreffes a premiérement été établi par I’incapacité de souris dont le
thymus fiit enlevé a la naissance (Miller 1962) ou de souris nues (nude) athymique de
rejeter leur allogreffe (Corley et Kindred 1977). Ainsi, suite & une activation des cellules
T CD4" par des CPA professionnelles au niveau des organes lymphoides secondaires
drainant, les cellules T CD4" activées vont migrer vers la greffe et excercer leurs
fonctions effectrices. Par conséquent, la présence des cellules T CD4" est cruciale pour
I’initiation, I’exécution ainsi que pour la coordination des réponses immunes requises
pour le rejet des allogreffes, étant donné que ces cellules jouent un réle important dans les
multiples mécanismes menant a la destruction du greffon (Denton et al. 1999 ; Douillard
et al. 1999).

L’importance des cellules T CD4" dans le rejet de greffe peut étre montrée, entre
autres, par un traitement avec des anticorps monoclonaux anti-CD4. Les AcMo anti-
CD4, qui possédent une action de déplétion, peuvent induire une tolérance ou une
prolongation de la survie & long terme de la greffe (Auchincloss et al. 1988), puisqu’une
telle stratégie thérapeutique améne une augmentation du taux de survie a long terme chez
40 % a 60 % des receveurs de greffe cardiaque dans un modele murin (VanBuskirk et al.
1998). Ainsi, un traitement avec des anticorps monoclonaux anti-CD4 a une activité
immunosuppressive suite & une transplantation (Sablinski et al. 1991), démontrant
I’importance des cellules T CD4" dans le rejet de greffe. Il a été également démontré
avec des souris déficientes en CD4 et CD8 que les cellules T auxiliaires CD4" mais pas

les cellules T cytotoxiques CD8" étaient requises pour Iinitiation du rejet des allogreffes
q p
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(Kreiger et al. 1996). De surcroit, il a été¢ démontré utilisant un systéme de transfert
adoptif avec des cellules T CD4" provenant de souris CD8 déficientes que les cellules T
CD4" seules pouvaient étre suffisantes pour induire le rejet des greffes de peau (Dalloul et
al. 1996).

Généralement, les cellules T CD4" interagissent avec les molécules du CMH de
classe II puis produisent des cytokines nécessaires a I’activation et la différenciation des
cellules T CD8". Ces CTL vont par la suite reconnaitre des cellules cibles exprimant des
molécules du CMH de classe 1. Nonobstant, les cellules T CD4" peuvent rejeter des
allogreffes de peau exprimant des molécules allogéniques du CMH de classe I
probablement par une sécrétion de cytokines inflammatoires (Sawada et al. 1997). 1l a
été également démontré par Dalloul et al. (1996) que les cellules T CD4", suite & un
transfert adoptif dans des souris nues (nude), peuvent induire par elles-mémes le rejet de
greffe de peau disparate pour les molécules du CMH de classe II mais aussi pour les
molécules du CMH de classe I, malgré une efficacité moindre contre les cellules cibles

exprimant des antigénes de classe I du CMH.

En ce qui concerne la production de cytokines par les cellules T CD4", cette
derniére est essentielle pour permettre une activation des divers mécanismes effecteurs
impliqués dans le rejet de greffe. Les cytokines contribuent a la destruction des greffes de
plusieurs fagons incluant une régulation a la hausse des molécules du CMH de classe II,
une augmentation des molécules de co-stimulation, une expression des chemokines au
niveau du greffon, une activation des macrophages et des neutrophiles mais fournissent
aussi une aide aux cellules B et aux cellules cytotoxiques (Matesic ef al. 1998). 1l est
généralement reconnu que les lymphocytes T auxiliaires CD4" se différencient en deux
populations basées sur le profil de production de cytokines : Th1 et Th2. Les cellules Thi
sécrétent des cytokines proinflammatoires telles que IL-2 et INF-y. Les cellules Th2
produisent, quant a elles, les cytokines IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 et IL-13. Des études
suggérent que le rejet des allogreffes résulte des réponses immunes caractérisées par une
production de cytokines de type Thl. Par contre, la sécrétion de cytokines de type Th2

serait responsable de la protection contre le rejet et méme de la tolérance du receveur
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envers les transplants (Onodera ef al. 1997 ; Lakkis 1998). Néanmoins, il en demeure un
véritable paradigme entre le role des cytokines versus un rejet ou une tolérance des
greffes, compte tenu du fait que les r6les exacts en transplantation des deux familles de

cytokines demeurent obscurs.

Les cellules T CD4" possédent également une certaine activité cytotoxique et
peuvent fonctionner en tant que CTL (Hall 1991). La population de cellules T CD4"
contient des cellules détenant des fonctions auxiliaire et cytotoxique impliquées dans le
rejet des allogreffes de peau (Rosenberg et Singer 1992). Les lymphocytes T auxiliaires
CD4" produisent des cytokines et en réponse a cette sécrétion de cytokines, il existe des
cellules T auxiliaires qui vont se différencier subséquemment en cellules T cytotoxiques
(Widmer et Bach 1981 ; Roopenian er al.1983 ; Hancock ef al. 1989). Ces cellules T
CD4" cytotoxiques expriment également a leur surface Fas ligand (FasL) impliqué dans la
mort cellulaire programmée (apoptose). De plus, il existe également des cellules T CD4"
qui jouent un rdle dans la suppression des réponses du systéme immunitaire en tant que
cellules T suppressives, méme si généralement la majorité de ces cellules suppressives

expriment des molécules CD8 a la surface (Lederman et Suciu-Foca 1999).

Bref, la reconnaissance des molécules du CMH de classe II allogéniques
exprimées a la surface des CPA par les cellules T auxiliaires CD4" engendre leur
activation, leur différenciation et la production de diverses cytokines (IL-2, IL-4, IL-5,
INF-y et TNFa) (Krensky et al. 1990 ; Rose 1998). Ainsi, I’activation des cellules T
CD4" améne la prolifération et la différenciation de ces derniéres en cellules effectrices.
Ces cellules effectrices peuvent alors fournir de I’aide aux autres cellules du systéme
immunitaire (cellules T CD8*, cellules B et macrophages) afin de provoquer des
dommages au niveau des transplants. Cet aide peut prendre la forme soit de contact

cellule-cellule ou soit par la production de cytokines.
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4.4 Cellules T CD8"

Tel que mentionné précédemment, les cellules T auxiliaires CD4" produisent des
cytokines, principalement de I’IL-2, qui entrainent la croissance, la maturation et le
maintien des cellules T cytotoxiques CD8" (Rosenberg et Singer 1992 ; Lee et al. 1994 ;
Kalams et Walker 1998). Des cellules T cytotoxiques spécifiques au donneur peuvent
étre récupérées dans la rate de receveurs greffés (Gurley er al. 1983 ; Lowry et Gurley
1983), et de tels CTL peuvent également étre isolés a partir des greffons rejetés (Tilney et
al. 1979 ; Nemlander ef al. 1985). Ainsi, la présence de cellules T CD8" suggére un role
direct dans le rejet de greffe. Effectivement, les cellules T CD8" représentent les
médiateurs majeurs du rejet des allogreffes, principalement dans le rejet aigu (Wecker et
Auchincloss 1992 ; Zavazava et Kabelitz 2000). Les cellules T CD8" reconnaissent les
molécules allogéniques du CMH de classe I (Shelton et al. 1992 ; Lee et al. 1997), et
agissent en sécrétant des perforines ou des granzymes qui vont permettre la lyse des
cellules cibles du greffon. Cette lyse des cellules cibles s’effectue, entre autres, par la
production de perforines qui vont former des pores dans la membrane cellulaire et causer
la lyse osmotique, ainsi que par la production de granzymes qui vont pénétrer par les
pores et induire la mort cellulaire par apoptose, caractérisée par une absence de réponses
inflammatoires. La liaison de Fas ligand (FasL) sur la cellule T CD8" avec le récepteur
Fas sur la cellule cible représente une autre voie pour permettre la lyse des cellules du

greffon (Ito et al. 1999 ; Zavazava et Kabelitz 2000).

Tel que mentionné, les processus apoptotiques se caractérisent par une absence de
réponses inflammatoires. Méme si I’apoptose est associée avec le rejet des allogreffes, le
rejet aigu se caractérise surtout par le développement de nécrose inflammatoire. 11 est
suggéré que les allogreffes ne seraient pas rejetées si seulement les processus
apoptotiques opéraient (Orosz et VanBuskirk 1998). Effectivement, il existe des sites
immunoprivilégiés comme les yeux, le thymus, le cerveau et les testicules protégés du
rejet et qui ne requiérent pas de thérapie immunosuppressive. Cette protection résulte
vraisemblablement de la présence de FasL sur les cellules de ces organes

immunoprivilégiés (Rossini ef al. 1999). Ainsi, cette voie Fas - FasL est probablement
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plus importante dans le contrdle de la prolifération lymphocytaire afin de détruire les
cellules lymphocytaires en excés que dans la cytotoxicité directe de la greffe (Pattison et
al. 1997). Enfin, les cytokines TNF-a et IFN-y produites par les CTL lors des réponses
cytotoxiques vont également permettre la lyse cellulaire suite & une induction des

mécanismes apoptotiques.

L’activation des cellules T CD8" dépend généralement de la présence de cellules
T CD4" qui sécrétent des cytokines. Toutefois, il existe aussi des cellules T cytotoxiques
indépendantes des cellules T auxiliaires qui peuvent fournir leur propre aide en sécrétant
de I’IL-2 (Deeths ef al. 1999). 11 a été démontré par Shelton et collaborateurs (1992) que
le transfert adoptif de cellules T CD8" dans des souris SCID résulte en un rejet des greffes
de peau disparates pour H-2, en absence de cellules T CD4" détectables, suggérant la
présence de cellules T CD8" qui sécrétent de I’IL-2. 1l semble toutefois que la production
autocrine de I’IL-2 ne semble pas suffisante pour supporter la réponse en cellules T CD8"
qui deviennent alors dépendantes des cellules T CD4" (Deeths et al. 1999). De plus, des
études démontrant des populations de cellules T alloréactives enrichies de CTL soient
incapables de mener au rejet de greffe, suggérent que les cellules T cytotoxiques risquent
de ne pas étre suffisantes en elles-mémes pour induire le rejet (Gurley et al. 1983 ; Lowry

et Gurley 1983).

En somme, le réle des différentes populations cellulaires semble varier en fonction
des tissus. Les cellules T CD4" peuvent étre suffisantes dans le cas du rejet de greffe de
peau (Rosenberg et al. 1987) alors que la présence de cellules T CD8" est nécessaire pour
le rejet de greffe des flots pancréatiques (Wolf ef al. 1995). 1l existe donc une différence
entre le rejet de tissus et celui des organes durs. Effectivement, il semble que la
contribution des cellules T CD4" et le rejet de greffe, varie en fonction de la vulnérabilité
des tissus et des organes au rejet qui correspond a I’ordre suivant : moelle osseuse > peau
du tronc > peau de la queue > flots pancréatiques > testicules > poumons > cceur > reins >
foie (Sena et al. 1976 ; Rosenberg et Singer 1992 ; Warrens ef al. 1994). Cette
vulnérabilité corréle avec la quantité de CPA présentent dans les organes et les tissus. De

plus, en fonction des modéles expérimentaux, les cellules T CD4" jouent un réle
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primordial dans les processus impliqués dans le rejet et peuvent a elles seules induire la
destruction du greffon, alors que des données suggérent également que les cellules T

CDS8" peuvent engendrer le rejet de greffe.
4.5 Production des alloanticorps par les cellules B

L’activation des réponses humorales contre des antigénes spécifiques du donneur
est également dépendante de 1’aide apportée par les cellules T CD4". Les cellules T
CD4" activées produisent des cytokines qui ménent & la sécrétion d’anticorps par les
lymphocytes B (Morton ef al. 1993 ; Pattison et Krensky 1997). Les immunoglobulines
IgM représentent les premiers isotypes sécrétés par les cellules B lors de la réponse
immune humorale. Les cellules B entreprennent ensuite une commutation isotypique
suite 4 une recombinaison génétique de la chaine lourde p qui va entrainer la production
de IgG, IgA et IgE (Honjo et Kataoka 1978). Cette commutation isotypique nécessite la
présence du récepteur de surface CD40 exprimé sur les lymphocytes B, ou CD40 posséde
également une importante fonction au niveau de la prolifération et de la différenciation
des cellules B (Van Kooten et Banchereau 1997). Les anticorps IgG correspondent aux
isotypes les plus abondants dans le sérum normal. Il existe également des sous-classes
IgG correspondant aux isotypes IgG1, IgG2a, IgG2b et IgG3 chez la souris (Davies et
Metzger 1983).

La présence d’anticorps alloréactifs suite a& une transplantation, chez les
receveurs de greffe, a ét¢ documentée tant au niveau expérimental que clinique (Sirinek et
al. 1986). Les alloanticorps possé€dent diverses fonctions et peuvent causer des dommages
aux tissus, entre autres, par une activation du complément, par opsonisation ou par une
cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante d’anticorps (ADCC) (Hall 1991
Arakelov et Lakkis 1998). L’absence de corrélation entre la présence d’anticorps
circulants spécifiques au donneur et le rejet aigu de greffe suggere que les anticorps
spécifiques ne jouent pas un role essentiel dans le rejet de greffe (Lowry et Forbes 1984 ;
MacEachern ef al. 1998), quoique leur présence peut promouvoir la destruction des

cellules endothéliales vasculaires (Auchincloss et al. 1988). De plus, la formation de novo
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des anticorps chez 14 % a 45 % des patients ayant une greffe fonctionnelle apres cinq ans
indique que les anticorps ne causent pas nécessairement un rejet immédiat des allogreffes
(McKenna et al. 2000). Toutefois, les anticorps préformés possédent une fonction
critique dans le rejet hyperaigu causant alors des dommages importants aux tissus greffés.
1l est difficile de démontrer une implication des anticorps au niveau du rejet chronique
compte tenu que les réponses immunes des cellules T et des cellules B se produisent
ensemble (Auchincloss et Sachs 1993). Une étude a démontré une corrélation entre la
présence en alloanticorps et des biopsies montrant une obturation des arteres suite a des

greffes rénales (Jeannet ef al. 1970) .

Les cellules T CD4" fournissent une aide essentielle aux cellules B pour la
production des alloanticorps (DeFranco ef al. 1984 ; Van Den Eertwegh ef al. 1992) mais
également pour la commutation isotypique des anticorps produits de IgM a IgG. 1l existe
deux niveaux d’aide apportée par la cellule T CD4" a la cellule B pour la production des
alloanticorps spécifiques en réponse a des antigenes, soit un niveau impliquant une
interaction non cognitive ou soit un niveau impliquant une interaction cognitive (Steele et
al. 1996). La voie non cognitive peut étre décrite comme suit : la cellule B du receveur
peut étre stimulée par des alloantigénes (CMH 1 illustré sur la Figure 1, CMH II,
antigénes mH) exprimés sur la surface des cellules du donneur via son immunoglobuline
de surface, alors que la cellule T CD4" peut étre directement stimulée par les antigénes
du CMH de classe II du donneur (Figure 1A). Ceci améne les cellules B et T dans une
proximité physique mais sans interaction cognitive entre le récepteur de la cellule T et le
CMH de classe 1I de la cellule B. L’aide apportée par la cellule T a la cellule B prend a
ce niveau un aspect plutét de médiateur soluble (cytokines). Au niveau de la voie
cognitive, la cellule B du receveur peut étre stimulée par des alloantigenes exprimés sur la
surface des cellules du donneur, alors que la cellule T CD4" peut étre stimulée par des
cellules B présentant des peptides (Figure 1B). 1l y a alors un contact physique entre le
TCR des cellules T CD4" activées et les antigénes du CMH de classe II de la cellule B
présentant un allopeptide. Ces cellules T CD4" fournissent alors une aide aux cellules B

par une interaction cognitive avec les antigénes de classe II de la cellule B.



FIGURE 1. Deux voies par lesquelles les cellules T peuvent étre stimulées afin de
fournir une aide a la cellule B pour la production en alloanticorps. (A) Interaction non

cognitive. (B) Interaction cognitive.
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A) Interaction non cognitive
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Adaptée de Steele et al. (1996)
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4.6 Autres cellules du systétme immunitaire impliquées dans le rejet de greffe

Un autre mécanisme effecteur impliqué dans les processus du rejet est
infiltration cellulaire du greffon, entre autres, par des macrophages, des neutrophiles et
des éosinophiles, ot les cellules T CD4" jouent aussi & ce niveau un role important. Par
exemple, une infiltration des monocytes dans les organes greffés et leur différenciation en
macrophages nécessite une activation par les cellules T CD4", ce qui peut mener a une
réaction d’hypersensibilité de type retardée (DTH) (Sirak et al. 1997 ; LeMoine ef al.
1999). La réponse DTH est une manifestation de la réponse immune cellulaire
caractérisée par une infiltration cellulaire, un cedéme et méme une nécrose tissulaire qui
nécessite une activation des cellules T alloréactives (Sirak et al. 1997 ; VanBuskirk et al.
1998). Les macrophages secrétent des molécules toxiques (radicaux oxygeéne, TNF-a et
enzymes) qui contribuent a I’endommagement de la greffe (Dalloul et al. 1996 ; Sekine
etal. 1997). Les éosinophiles activés reldchent des granules qui contiennent plusieurs
molécules toxiques tel que la MBP ou des ribonucléases pouvant causer, comme les
macrophages, des dommages au niveau du greffon (Le Moine ef al. 1999 ; Le Moine et
al. 2002). Quant aux neutrophiles, ces leucocytes phagocytaires abondent au niveau des
sites inflammatoires et font partie de la population cellulaire qui infiltre les greffons. Par
exemple, il a été démontré que la destruction rapide des allogreffes de cceur résultant du
rejet hyperaigu était caractérisée par une infiltration des neutrophiles au niveau des

organes greffés (Zehr e al. 1993).

En ce qui concerne ’activation des cellules NK, leur réle est incertain dans le
rejet de greffe puisque par elles-mémes ces cellules ne peuvent pas rejeter une allogreffe
sauf dans le cas des xénogreffes et des greffes de moelle osseuse. Toutefois, les cellules
NK font partie de la population cellulaire qui infiltre la greffe et peuvent donc contribuer
a I’endommagement du greffon par la production de perforines et de granzymes mais
également de cytokines pro-inflammatoires (IFN-y) (Zijlstra ef al. 1992 ; Rossini et al.
1999). Néanmoins, il a été démontré qu’une inhibition des cellules NK résulte en une
acceptation de greffes cardiaques dans des souris déficientes pour CD28 (Maier et al.

2001). En somme, le rejet de greffe constitue un phénoméne complexe requérant la
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coordination du systéme immunitaire ou les différents mécanismes effecteurs impliqués
aménent ultimement la destruction du greffon. Quant aux cellules T ¥, ces derniéres
représentent une population minoritaire dans le sang périphérique mais leur présence a été
détectée dans les infiltrats provenant des allogreffes. Des auteurs proposent un role aux
cellules T ¥0 dans la destruction des greffes de reins alors que certains suggerent que ces
cellules ne possédent pas de réle majeur dans le rejet des allogreffes (Douillard ez al.
1999).

5. ALLOREACTIVITE

Les molécules du CMH allogéniques engendrent des réponses cellulaires
exceptionnellement puissantes et rapides. Ainsi, une activation des cellules T suite a la
reconnaissance des molécules du CMH allogéniques exprimées sur les cellules du greffon
va induire le rejet des allogreffes. Les greffes tissulaires peuvent étre rejetées sur la base
d’une différence au niveau d’un seul acide aminé entre les molécules du CMH du
donneur et du receveur. Cette réponse immune dirigée contre les antigénes du CMH du
non soi peut étre définie par le terme alloréactivité, c’est-a-dire la reconnaissance du
polymorphisme allélique sur les molécules du CMH allogéniques (Janeway et Travers
1997). Par ailleurs, tout comme pour la reconnaissance des antigénes nominaux les
cellules T reconnaissent des molécules du CMH allogéniques en association avec des
ligands peptidiques (Sherman et Chattopadhyay 1993). La description moléculaire de la
reconnaissance des cellules T indique une orientation diagonale du TCR relativement au
complexe CMH / peptide. Il existe néanmoins une différence au niveau des interactions
entre un TCR avec un ligand nominal restreint au soi et entre un TCR avec un ligand
allogénique. 11 a été démontré que des résidus polymorphiques localisés au niveau des
hélices o des molécules de classe II I-E pouvaient élargir la spécificité du TCR pour la

portion centrale des épitopes (Daniel ef al. 1998).

Dans le contexte du rejet de greffe, il est désormais établi que cette
alloreconnaissance peut se faire via deux voies distinctes (Lechler et Batchelor 1982 ;

Benichou et al. 1999). La cellule T peut reconnaitre les molécules du CMH allogéniques
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soit par la voie directe en tant que molécules intactes ou soit par la voie indirecte en tant
que peptides suite & une dégradation antigénique. En transplantation, les cellules T
peuvent reconnaitre directement les molécules du CMH allogéniques. Toutefois, il a
aussi €té observé par Lechler et Batchelor (1982) que dans certaines souches de rats, des
reins résidant depuis plusieurs semaines dans un héte intermédiaire immunosupprimé
demeuraient rapidement rejetés suite a leur transfert dans un second receveur méme en
absence présumé de cellules dendritiques du donneur. Alors que les connaissances sur les
implications de la voie directe dans le rejet de greffe remontaient & quelques année, cette
étude a révélé une seconde voie impliquée dans les réponses alloréactives i.e. la voie

indirecte.

5.1 Voie directe

La voie directe d’alloréactivité est une voie unique a la transplantation. Dans cette
voie, les cellules T du receveur reconnaissent des molécules intactes du CMH
allogéniques sur la surface des cellules du donneur (Figure 2). Ainsi, dans la voie directe,
les cellules T CD4" interagissent directement avec des molécules du CMH de classe 11
allogéniques, alors que les cellules T CD8" reconnaissent des molécules intactes du CMH
de classe I a la surface des cellules du donneur. Il a été suggéré que la voie directe
d’alloréactivité initie le rejet de la greffe et joue surtout un role clé dans les réponses
immunes impliquées dans le rejet aigu des greffes (Wecker et Auchincloss 1992 ;
Bradley 1996 ; Waaga et al. 1998). La voie directe est principalement responsable du
rejet aigu puisque le greffon contient au départ un nombre significatif de CPA
provenant du donneur, principalement des cellules dendritiques. En plus, ces cellules
présentent une haute densité de molécules intactes du CMH ainsi que les molécules de
co-stimulation nécessaires pour une activation compléte des cellules T (Sayegh et

Carpenter 1996 ; Vella er al. 1999).

En réalité, cette voie est responsable de la forte réponse proliférative observée
contre des alloantigénes mais aussi des événements menant au rejet aigu des greffes de

peau (Shoskes et Wood 1994). Notamment, il a été démontré que des cellules T qui



FIGURE 2. La présentation des alloantigénes aux cellules T s’effectue via deux voies

alloréactives : la voie directe et la voie indirecte.
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reconnaissent les molécules du CMH du donneur par la voie directe pouvaient initier
le rejet aigu des greffes de reins nouvellement transplantés chez des rats mais pas le rejet
des reins ayant survécu plus de 50 jours avant le transfert adoptif des cellules T (Braun et
al. 1993). Les auteurs de cette étude ont suggéré que les CPA avaient déja migrées hors
du greffon 4 ce moment, empéchant un rejet par la voie directe. De plus, trois
observations supportent les implications de la voie directe dans le rejet de greffe : (1) une
trés forte stimulation directe des cellules T naives par des CPA allogéniques dans la
réponse lymphocytaire mixte (MLR) ; (2) une déplétion des CPA du donneur peut
prolonger la survie des allogreffes ; et (3) les molécules du CMH du donneur sont plus
importantes que les antigénes mineurs d’histocompatibilité (mH) dans le rejet de greffe,
compte tenu que le rejet de greffe est plus rapide lorsque les organes différent au niveau
des molécules du CMH que pour les greffes disparates seulement pour un antigéne

mineur (Gould et Auchincloss 1999).

Les molécules du CMH allogéniques provoquent des réponses & médiation
cellulaire exceptionnellement fortes et rapides. Cette réponse se manifeste in vivo par un
rejet rapide des allogreffes. En réalité, la fréquence de précurseurs des cellules T qui
reconnaissent directement des molécules du CMH allogéniques est extrémement élevée
avec 1 % a 10 % des cellules T périphériques qui répondent a un alloantigéne particulier.
Ce vaste répertoire alloréactif des cellules T dépasse largement le répertoire des cellules T
réagissant contre des antigénes nominaux ou environnementaux (Lechler efal. 1991
Fangmann ef al. 1992 ; Sherman et Chattopadhyay 1993 ; Burrows ef al. 1999). La
vigueur des réponses alloréactives repose donc sur la forte fréquence de précurseurs des
cellules T qui reconnaissent les molécules du CMH allogéniques, mais ces cellules T
alloréactives se caractérisent aussi par la diversité de la spécificité de leur TCR (Benichou
1999). Ainsi, la voie directe fournit un fort stimulus pour engendrer les réponses DTH et
la réponse des cellules T cytotoxiques contre les cellules cibles du greffon (Fangmann et
al. 1992). Néanmoins, une activation directe des cellules T CD8" ne semble pas étre

aussi forte qu’une activation par la voie directe des cellules T CD4" puisque les greffes
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exprimant seulement une disparité au niveau des antigénes de classe I du CMH rejettent
plus lentement que les greffes disparates pour les molécules du CMH de classe II
(Auchincloss et Sachs 1993).

Par ailleurs, il existe deux hypothéses avancées pour expliquer la haute fréquence
de précurseurs des cellules T alloréactives interagissant avec les molécules du CMH
allogéniques. Le modele de complexes binaires propose qu’une molécule d’'un CMH
allogénique peut se coupler a différents peptides formant plusieurs complexes qui
permettent une activation des cellules T ayant chacune une spécificité différente
(Matzinger et Bevan 1977). Les liaisons entre la cellule T et les CPA se caractérisent par
une dominance peptidique. Ainsi, les peptides liés a la molécule du CMH allogénique
peuvent étre reconnus par le TCR permettant une liaison méme sans un ajustement au
CMH tout a fait adéquat (Daniel ef al. 1998a). Le modeéle de complexité binaire suggére
donc que la fréquence élevée des cellules T alloréactives possédant une spécificité
différente, résulte du fait que chaque molécule du CMH allogénique génére un nombre

¢levé de déterminants (Auchincloss et Sachs 1993).

Quant au second modéle, le modéle de la haute densité des déterminants, il
propose que les cellules T alloréactives interagissent principalement avec des molécules
de CMH allogéniques via la reconnaissance de résidus polymorphiques (Bevan 1984). A
ce niveau, il est possible que les peptides liés ne jouent pas un role central. La molécule
du CMH allogénique présente une conformation qui permet une liaison ferme avec le
TCR indépendamment du peptide lié. Les molécules du CMH allogéniques peuvent en
conséquence interagir en tant que ligand pour les cellules T alloréactives (Rogers et
Lechler 2001). Ainsi, la magnitude de la réponse des cellules T est attribuable a la forte
densité des molécules allogéniques présentes a la surface des CPA. Néanmoins, il ne
semble pas y avoir une exclusion mutuelle entre les deux hypothéses puisque plusieurs
évidences suggerent que ces deux modéles peuvent contribuer a I’alloréactivité (Bradley
1996). En conséquence, ces deux mécanismes se complétent pour contribuer a la
fréquence de précurseurs élevée de cellules T qui répondent aux molécules du CMH

allogéniques exprimées a la surface des cellules du greffon.
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5.2 Voie indirecte

La seconde route de présentation des alloantigénes correspond a la voie indirecte
d’alloréactivité. Dans cette voie d’alloreconnaissance, les cellules T du receveur
reconnaissent des antigénes captés, dégradés et présentés similairement comme
allopeptides par des CPA du soi (Figure 2). Ces alloantigenes reconnus par les cellules T
alloréactives peuvent étre des molécules du CMH du donneur ou encore des antigénes
mineurs d’histocompatibilité (Waaga et al. 1998 ; Benichou ef al. 1999). Dans les
semaines suivant la transplantation, les cellules dendritiques dérivant du donneur quittent
le site du greffon. Les cellules du receveur représentent alors les principales CPA
présentes au site du greffon et permettent une activation et une reconnaissance des
cellules T par la voie indirecte (Vella et al. 1997a). Cette voie est analogue a la voie
classique de reconnaissance des antigénes nominaux par les cellules T (Bradley 1996 ;

Sayegh et Carpenter 1996).

La voie directe d’alloreconnaissance a longtemps été considérée comme la plus
importante des voies d’alloréactivité, sinon la seule, compte tenu de la forte réponse
proliférative des cellules T allospécifiques. Effectivement, des estimés quantitatifs sur la
contribution de la voie directe et indirecte au niveau des réponses cellulaires suggerent
que la fréquence de cellules T engagées dans la voie indirecte est approximativement 100
fois moindre que la fréquence des cellules T participant dans la voie directe
d’alloréactivité (Liu ef al. 1993a). Les cellules T impliquées dans la voie indirecte se
trouvent généralement dirigées contre un seul ou quelques déterminants
immunodominants sur les molécules du CMH du donneur méme lorsque donneurs et
receveurs différent au niveau des alléles DR (Benichou et al. 1994 ; Liu et al. 1997). Ces
cellules démontrent aussi une utilisation limitée de segments de géne V@ du TCR (Liu ef
al. 1993b). Similairement, il a été démontré que les cellules T interagissant via la voie
indirecte représentent seulement environ 10 % du nombre total de cellules T

allospécifiques apres le rejet des allogreffes de peau (Benichou 1999).
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Par ailleurs, il existe de nos jours plusieurs évidences qui suggerent que la voie
indirecte est également importante dans le rejet des allogreffes. Cette alloreconnaissance
par la voie indirecte a été démontrée dans des études possédant un aspect plus clinique.
La démonstration que les cellules T activées par la voie indirecte peuvent reconnaitre des
peptides HLA de classe I a été faite chez des greffés du poumons (SivaSai ef al. 1999).
L'alloreconnaissance indirecte des peptides HLA-DR chez des patients ayant rejeté des
greffes de reins (Gallon et al. 1995 ; Vella et al. 1997b), de foies (Molajoni ef al. 1997) et
de cceurs (Liu ef al. 1996 ; Suciu-Foca ef al. 1998) a également été démontrée. Des
études initiales dans des souris démontrent que la présentation des allopeptides par la
voie indirecte in vivo pouvait sensibiliser un héte a rejeter subséquemment des allogreffes
de peau (Sherwood et al. 1986). De plus, il a été également démontré en utilisant des
souris déficientes pour les antigénes de classe II du CMH que la voie indirecte pouvait
initier un rejet rapide des greffes de peau (Auchincloss et al. 1993), puisque la stimulation
des cellules T CD4" par la voie directe nécessite justement la présence des molécules du
CMH de classe II 4 la surface des CPA du donneur.

La voie indirecte semble jouer un rdle critique particuliérement dans le
développement du rejet chronique. L’implication de la voie indirecte dans le rejet
chronique résulte de la migration des CPA du greffon qui se trouvent alors remplacées par
les cellules dendritiques du receveur (Wecker et Auchincloss 1992). Théoriquement, la
voie indirecte représente la seule voie pouvant persister avec le temps, puisqu’il y a une
expression continuelle des antigénes du donneur sur les cellules du parenchyme de la
greffe. Avec le temps suivant la transplantation, les cellules du greffon exprimant les
alloantigénes CMH I et CMH II restent abondantes et risquent de « perdre » leurs
antigénes dans la circulation. Les CPA hotes représentent alors des candidats parfaits
pour la capture, la dégradation puis la présentation de ces molécules allogéniques du
CMH aux cellules T CD4" du receveur (Shoskes et Wood 1994). 11 a été démontré que le
rejet chronique est associé avec une production de cytokines et de lymphokines qui
endommagent les vaisseaux sanguins et qui induisent la prolifération et la différentiation
des cellules B produisant des alloanticorps (Suciu-Foca et al. 1991a ; Suciu-Foca et al.

1991b). Etant donné que ces alloanticorps formés durant le rejet chronique réagissent aux
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cellules de la greffe et montrent une spécificité aux molécules allogéniques du CMH, il
est fort possible que ce processus soit engendré par des cellules T CD4" activées par la
voie indirecte (Liu e al. 1992). Ainsi, une implication des cellules T CD4" spécifiques a
des alloantigénes dans une activation des réponses en anticorps, suggerent que la voie

indirecte joue un rdle essentiel dans le rejet chronique.

Une étude faite par Fangmann et al. (1992) a démontré que la voie indirecte joue
un rdle dans la production en anticorps dans le contexte des allogreffes de peau. Cette
conclusion est tirée du fait que des rats LEW immunisés avec des peptides synthétiques
de classe I DA RTI.A, afin d’activer les cellules T CD4", présentaient une cinétique
accélérée au niveau de la production en anticorps suite a des allogreffes de peau de type
DA. De plus, la voie indirecte serait également requise pour la commutation isotypique de
IgM 4 IgG (Steele et al. 1996). Quant aux résultats obtenus par Lee ef al. (1994), ceux-ci
ameénent des évidences sur le fait que des cellules T auxiliaires activées par la voie
indirecte peuvent fournir une aide effective dans I’induction des CTL durant le rejet de
greffe. Une étude récente a aussi démontré que le rejet de greffe de peau pouvait étre
induit chez des souris receveuses SCID aprés le transfert de clones de cellules T
spécifiques pour un allopeptide restreint au CMH de classe II, mettant une autre emphase
sur le role important de la voie indirecte dans le rejet des allogreffes (Valujskikh ef al.
1998). Bref, la reconnaissance des cellules T CD4" par la voie indirecte semble capable
d’induire des réponses DTH, une production en anticorps et une réponse cytotoxique. Par
conséquent, la voie indirecte en transplantation joue un role critique dans la réponse

immune dirigée contre des tissus étrangers.

En somme, il est suggéré que la voie directe joue surtout un role clé dans le rejet
aigu, alors que le rejet chronique résulte principalement de la voie indirecte suite a la
migration des CPA du donneur en dehors de la greffe. En outre, la réponse immunitaire
suite & une transplantation est modifiée avec les thérapies immunosuppressives réduisant
les risques de rejet aigu, mais malgré tout une détérioration de la fonction des greffons
persiste. En effet, les voies alloréactives directe et indirecte démontrent une sensibilité

différente face aux médicaments immunosuppresseurs, telle que la cyclosporine A, qui ne
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semble pas inhiber adéquatement I’activation des cellules T par la voie indirecte (Shoskes
et Wood 1994). Tel que mentionné auparavant, la voie indirecte est impliquée au niveau
du rejet chronique puisque suite a la migration des CPA allogéniques du donneur hors du
site du greffon, les cellules T CD4" du receveur vont surtout interagir avec des CPA du
receveur. Ainsi, une diminution de I’action de la cyclosporine A sur les cellules T CD4"
activées par la voie indirecte supporte le fait que les drogues immunosuppressives ne
peuvent pas empécher adéquatement le rejet chronique. De plus, il est également suggéré
que la voie directe joue surtout un rdle dans les fonctions des cellules T cytotoxiques
alors que la voie indirecte serait impliquée dans les fonctions des cellules T auxiliaires.
Généralement, les molécules du CMH de classe II présentent des peptides exogenes, et
compte tenu que les alloantigénes provenant des greffons correspondent a des antigénes
exogenes, il semble que la reconnaissance de ces allopeptides par les cellules T auxiliaires

CD4" se fait principalement par la voie indirecte (Shoskes et Wood 1994 ; Rose 1998).

Bref, la voie directe et la voie indirecte sont toutes deux impliquées de fagon
importante dans les processus du rejet de greffe mais y jouent des rdles différents.
Néanmoins, la disponibilité des modéles expérimentaux permettant la dissection de la
contribution relative des roles de chacune des voies dans le rejet des allogreffes est
problématique (Bradley 1996 ; Sayegh et Carpenter 1996 ; Benichou 1999). Dans les
modéles existant, presque tous totalement allogénique, la caractérisation de la voie
d’alloreconnaissance indirecte est difficile 4 déterminer. Ceci résulte de la faible
fréquence des cellules T qui reconnaissent les antigénes conventionnels, contrairement a
la forte réponse fournit par la voie directe d’alloréactivité avec une fréquence de

précurseur élevée permettant une reconnaissance des molécules allogéniques du CMH.

6. UN MODELE DE GREFFE DE PEAU

Les connaissances actuelles indiquent clairement que les cellules T jouent un role
essentiel dans les processus impliqués dans le rejet des allogreffes. Malgré tout, les
mécanismes exacts par lesquels les cellules T opérent et la contribution réelle des voies

alloréactives directe et indirecte demeurent obscurs (Orosz et VanBuskirk 1998 ;
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Benichou 1999 ; Rogers et Lechler 2001). Peu de modeéles expérimentaux adéquats
existent pour élucider le réle des voies directe et indirecte dans le rejet de greffe.
Toutefois, il est possible d’étudier le rejet des allogreffes de peau initié par la voie directe
et par la voie indirecte suite & une alloreconnaissance des antigénes du CMH de classe I
allogéniques, en utilisant des lignées de souris transgéniques. La lignée de souris 2.102
(2.102Tg) est transgénique pour le récepteur of} des cellules T, et cette lignée dérive du
clone de cellule T nommé 2.102 (Grakoui ef al. 1999). Ce clone posséde la particularité
de reconnaitre des molécules spécifiques via les deux voies d’alloréactivité, directe et
indirecte (Figure 3). Ainsi, la réactivité du clone de cellule T 2.102 envers deux ligands
indépendants fournit I’opportunité d’étudier les deux voies d’alloréactivité par

I’intermédiaire d’un seul clonotype de cellule T.

Effectivement, ce clone de cellule T auxiliaire CD4" 2.102 reconnait
spécifiquement le peptide immunodominant Hb(64-76) dans le contexte du CMH de
classe 11 I-E¥, et est également restreint aux molécules du CMH de classe II I-E* (Evavold
et al. 1992). Cet épitope immunodominant correspond en fait aux acides aminés 64 a 76
de I’alléle d mineur de la chaine béta de I’hémoglobine de souris (HbB® ™) (Lorenz et
Allen 1988), et a été identifié par immunisation de souris H-2* avec de I’hémoglobine de
souris. Par ailleurs, la lignée de souris transgéniques B6(mHEL-Hb) exprime une forme
membranaire du lysozyme de poulet (HEL) contenant le peptide Hb(64-76) sous le
contréle du promoteur de la chaine I-Ec. En fait, la protéine chimérique mHEL-Hb a été
générée en introduisant la séquence codant pour I’épitope Hb(64-76) entre les acides
aminés 43 et 44 du géne du lysozyme de poulet. Cette protéine est exprimée de fagon
membranaire suite 4 la fusion avec la portion transmembranaire de la molécule du CMH
de classe 1 L (Nelson ef al. 1997 ; Williams et al. 1998). Il a été démontré que le
promoteur Eo. permet une expression de mHEL-Hb analogue aux molécules du CMH de
classe II, et ce a des niveaux physiologiques dans toutes les cellules positives pour les
antigénes du CMH de classe II autant dans le thymus que dans la rate (Williams ef al.
1998 ; Williams ef al. 1999). Etant donné que son expression est restreinte aux cellules
exprimant des antigénes de classe II et son accés limité aux compartiments cellulaires ou

le chargement des peptides de classe II se fait, I’épitope Hb(64-76) peut étre alors



FIGURE 3. Alloreconnaissance directe et indirecte par le clone de lymphocyte T 2.102.
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considéré comme un substitut de molécules du CMH de classe 1I. En conséquence,
I’utilisation de la lignée de souris transgéniques B6(mHEL-Hb) en tant que donneur de
peau permet d’étudier la voie indirecte d’alloréactivité, puisque la présentation de
I’épitope Hb(64-76) par les molécules du CMH de classe 11 I-E* requiert la capture, la
dégradation et la présentation de la molécule mHEL-Hb par les CPA de la souris

receveuse ayant un haplotype H-2%.

De plus, le clone de cellule T 2.102 est aussi exclusivement alloréactif contre les
splénocytes possédant un haplotype H-2" et est restreint a I-E (Daniel et al. 1998b). La
reconnaissance par les cellules T 2.102 des alloantigénes exprimés sur des cellules ayant
un haplotype H-2P, dépend entiérement de la présence de molécules intactes du CMH sur
les CPA. Cette alloréactivité de la cellule 2.102 contre I-EP permet d’étudier la voie
directe en utilisant une souche de souris donneuse est d’haplotype H-2", telle que la lignée
de souris congéniques B10.P. Ainsi, I’alloréactivité directe du clone de cellule T 2.102
contre I-EP et I’alloreconnaissance indirecte restreinte au soi pour le peptide allogénique
Hb(64-76) permettent de créer un modéle de greffe de peau unique afin d’étudier les deux

voies alloréactives indépendamment grice & un seul clonotype de cellule T.
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ABSTRACT

The immune response to allograft is mediated by T cells that recognize antigens through
the direct and the indirect allorecognition pathways. CD4" T cells play an important role
in the effector pathways that lead to skin allograft rejection. The exact mechanisms by
which they operate and the actual contribution of direct and indirect alloreactivity
pathways remain to be fully characterized. To address this issue, we have developed a
model based on TCR transgenic mice derived from a CD4" T cell clone which recognize
specific alloantigens in both alloreactivity pathways. We have established an adoptive
transfer model using off T cell deficient mice as recipients in order to further study the
role of direct and indirect alloresponses in alloantibody production by B cells. Skin
allografts on mice adoptively transferred with transgenic CD4" T cells were rejected
without significant delay between the two alloreactivity pathways. However, IgG
alloantibody production was shown only in mice that had rejected their allografts by the
indirect pathway. Furthermore, no alloantibody (IgG nor IgM) was produced following
allograft rejection by the direct alloreactivity pathway alone. Production of antibodies
against alloantigens of the direct pathway was shown to require help from CD4" T cells
activated by the indirect pathway. These results indicate that the events leading to the
initiation of immune responses responsible for graft rejection are different for the two
alloreactivity pathways, and are clearly dependent on the population of APCs (donor or

recipient) involved in T and B lymphocytes activation.
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INTRODUCTION

The critical role of T cells in immune responses against allografts has long been
established, where T-cell recognition of alloantigen is the central and primary event that
initiates the rejection process (1, 2). It is now widely accepted that there are two distinct
pathways of allorecognition (3-5). In the direct pathway of allorecognition (unique to
transplantation), T cells interact with intact allogeneic MHC molecules on the surface of
donor cells. In the indirect alloreactivity pathway, alloreactive T cells recognize
processed alloantigens, which could either be donor MHC or minor histocompatibility
antigens, presented as allopeptides by self antigen-presenting cells (APCs) (6-9). This
pathway of allorecognition is analogous to the classical pathway of nominal antigens
recognition by CD4" T cells. Hence, a fundamental difference between these two
pathways of allorecognition is the population of APCs responsible for T cell responses.
In the direct alloreactivity pathway, alloreactive T cell activation involves interactions
with allogeneic APCs, in contrast to the indirect alloreactivity pathway which involves
interactions with self-APCs. It has been suggested that the direct pathway may be
responsible for the vigorous immune response in acute rejection, whereas the indirect

pathway may play an essential role in chronic rejection (4, 10-13).

CD4-positive T cells are known to play an important role in the effector pathways that
lead to allograft rejection. It has been demonstrated with CD4 and CD8 knockout mice
that CD4" T cells, in contrast to CD8" T cells, were required for initiating allograft
rejection (14). Furthermore, it has also been shown using an adoptive transfer system
with CD4" T cells from CD8-deficient mice that CD4" T cells alone were sufficient to

induce skin allograft rejection (15). CD4" T helper cells participate in multiple effector
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mechanisms of allograft rejection. These cells activated by the direct and indirect
alloreactivity pathways provide an important help, as main producers of cytokines, for the
growth, maturation and maintenance of CD8" cytotoxic T lymphocytes (16-18). The
activation of a humoral response against donor-specific antigens is also dependent on help
provided by CD4" T cells. Activated CD4" T cells produce cytokines required for
differentiation of B lymphocytes and production of alloantibodies (19, 20). Although
production of donor-specific IgM can occur with help from CD4" T cells activated
through the direct and indirect alloreactivity pathways, the isotype switching from IgM to
IgG was shown to require CD4" T cells activated through the indirect pathway (21).
However, mice of different genetic backgrounds were used as recipients in the latter study
to compare the direct and indirect pathways (C57BL/6 and BALB/c, respectively), and
consequently make it more difficult to directly link these observations to the
allorecognition pathway involved in antibody production. Finally, CD4" T cells play a
role in recruiting and activating macrophages within the allograft, leading to delayed-type
hypersensitivity reactions (22). Although it is recognized that CD4" T cells are essential
to the process of graft rejection, the exact mechanisms by which they operate and the
actual contribution of direct and indirect alloreactivity pathways remain poorly

understood (3, 23).

Experimental models allowing the dissection of the relative roles of each pathways in
allograft rejection are not readily available. In existing models, which are almost fully
allogeneic, the contribution of the indirect pathway of allorecognition is difficult to
determine because of the low frequency of responding T cells recognizing conventional

antigens, in contrast to the response provided by the direct pathway which is
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characterized by a high precursor frequency of T cells able to recognize allogeneic MHC
molecules. Indeed, the precursor frequency for direct alloreactivity is extremely high
with as many as 1 to 10% of peripheral T cells responding to an alloantigen, and this
alloreactive repertoire of T cells largely overlaps the normal T cell repertoire (24-27).
Quantitative estimates of the contribution of direct and indirect recognition to T cell
alloresponses suggest that the frequency of T cells engaged in the indirect pathway of
allorecognition is about 100-fold less frequent than that of T cells participating in direct
alloreactivity pathway (28). In fact, T cells in the indirect pathway are directed to a few
dominant determinants on donor MHC molecules (29). Similarly, it has been
demonstrated that T cells responding via the indirect pathway represented approximately

10% of the total number of allospecific T cell after skin allograft rejection (30).

The aim of this study was to elucidate the contribution of the direct and indirect pathways
of T cell recognition to the production of alloantibodies by B lymphocytes after activation
and differentiation of CD4" T cells. Our laboratory has established a model for the study
of skin graft rejection initiated by direct and indirect allorecognition of MHC class 11
alloantigens using transgenic mice. The skin graft model utilized in the current study is
based on mice transgenic for an oy T cell receptor (2.102) (31) which recognize specific
alloantigens in the two alloreactivity pathways. The direct alloreactivity of the 2.102 T
cell clone for I-EP (32) and its nominal, self-restricted reactivity against a mouse
hemoglobin peptide (33) were exploited to design an experimental system that allowed us
to study both pathways of allorecognition, independently mediated by a single T cell
clonotype. Mice deficient for aff T cells were adoptively transferred with purified CD4"

T cells derived from 2.102 TCR-transgenic mice as effectors, and grafted with skin
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allogeneic for direct, indirect or combined alloreactivity pathways. We demonstrated that
despite similar mean graft survival time between both pathways of allorecognition, IgG
alloantibody production was strictly associated with the presence of indirect
alloreactivity. Importantly, no alloantibody was produced following allograft rejection by
the direct alloreactivity pathway alone. Thus, antibody production against alloantigens in
the direct pathway requires help from T cells activated by the indirect alloreactivity

pathway.
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MATERIALS AND METHODS

Mice

C57BL/6J Tera™!™°™ (H-2°) mice were purchased from The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME) and bred with B6.AKR (H-2*) to introduce the mutation into an H-2*
haplotype (referred herein as TCRaKOK). These aff T-cell deficient mice (34) were
used as recipients of skin grafts. Mice transgenic for the CD4 a8 T cell clone 2.102 (H-
2%) have been described previously (31). Transgenic mice for the mHEL-Hb molecule
generated on a C57BL/6 background (H-2%) (referred to as B6(mHEL-Hb)) have also
been described elsewhere (35). This transgenic mouse line expresses a membrane form
of hen-egg lysozyme molecule (HEL)’ containing the Hb(64-76) epitope. This chimeric
molecule, referred to as mHEL-Hb, is expressed under the control of the I-Ea chain
promoter. The mHEL-Hb transgene was also introduced into B10.A(4R) (H-2") mice,
which were obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). B10.P (H-2") mice
were crossed with B6(mHEL-Hb) to generate (B10.PxB6(mHEL-HD))F1 progeny (H-
2"/") (referred to herein as F1). TCR and mHEL-Hb transgenics, B10.P and B6.AKR
mouse lines were kindly provided by Dr. Paul M. Allen (Washington University, St-

Louis, MO) and all mice were maintained in our pathogen-free animal facilities.

Antibodies

Cells were stained for flow cytometry analyses with the following anti-mouse monoclonal
antibodies: PE-conjugated anti-CD4 (clone H129.19), PE-conjugated anti-CD8a. (clone
53-6.7), biotin-conjugated anti-CD25 (clone 7D4), biotin-conjugated anti-CD62L (clone
MEL-14), FITC-conjugated anti-IgG1 (clone A85-1), biotin-conjugated anti-IgG2a® Igh-

1b (clone 5.7), FITC-conjugated anti-IgG2b (clone R12-3), FITC-conjugated anti-IgG3
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(clone R40-82), FITC-conjugated anti-IgM (clone R6-60.2) (PharMingen, Mississauga,
ON Canada) and FITC-conjugated anti-IgG (H+L) (Cederlane, Hornby, ON Canada).
FITC-conjugated anti-BrdU antibody (clone 3D4) (PharMingen, Mississauga, ON
Canada), anti-HEL (clone F10.6.6) (36) and anti-H-2" (clone B8.24.3, anti-H-2® and
crossreactive with H-2P) (37) antibodies were also used. Cells stained with biotinylated
antibodies were subsequently incubated with streptavidin PE-Cy5 (Cederlane, Hornby,

ON Canada) or streptavidin-FITC (PharMingen, Mississauga, ON Canada).

Cell lines

The T cell lymphoma BW5147 (H-2%) was transfected with a plasmid encoding for
mHEL-Hb by electroporation using 3 pug of DNA (gift of Dr. Calvin B. Williams,
Washington University School of Medicine, St-Louis, MO), followed by one pulse of 960
UF at 350 V using a Gene Pulser (Bio Rad, Mississauga, ON Canada). A plasmid
encoding for MHC class I H-2D? (kindly provided by Dr. Frangois Denis, INRS - Institut
Armand-Frappier) was also transfected into BW5147 as described above. Cells were
seeded into flat-bottom 96-well microtiter plates, and stable transfectants were selected by
the addition of the specific drug. Drug-resistant clones were analyzed by flow cytometry
for the expression of the antigen with F10.6.6 (anti-HEL) or B8.24.3 (anti-H-2%)

antibodies.

Purification of CD4" cells

Single cell suspensions of freshly isolated spleen cells from 2.102Tg mice were incubated
with Macs CD4 (L.3T4) MicroBeads (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) for 15 minutes at
4°C, washed, and purified on a positive selection LS column. The eluent gave a

population of more than 90% CD4" T cells by flow cytometry analysis with less than 3%
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of CD8" T cells (data not shown). Adoptive transfers of T cells into TCRA&KOK

recipients were performed by i.v. injection into the tail vein, the day before grafting.

Specificity assays

CD4" T cells (1x10%) purified from 2.102Tg mice were cultured with various dilution of
irradiated (2000 rad) splenocytes (10° to 10%) or donor soluble antigens in triplicates.
After 72 h incubation, the cells were pulsed with 0.4 pCi/well [*H]Thymidine for 16 h
and then harvested. Proliferation was measured as CPM incorporated. Soluble donor
antigens were prepared as described by Benichou and collegues (30) with some
modifications. Irradiated splenocytes were suspended at 40x10° cells/ml in HBSS,
sonicated 10 times with 1-second pulse on ice, frozen in a dry ice/ethanol bath, and then
thawed at room temparature. Residual intact cells or cell membranes were removed by
centrifugation at 1200 rpm for 10 min at room temperature. Two-fold serial dilutions of
the supernatant was added in flat-bottom 96-well culture plates. Irradiated B6.AKR

splenocytes (5x10°) were added as a source of APCs in cultures with donor antigens.

BrdU analyses

TCRoKOK mice were injected intravenously on day 0 with 10x10° purified CD4" T
cells, and injected intraperitoneally daily with 2 mg of bromodeoxyuridine (BrdU)
solution (Sigma, Oakville, ON Canada) (5 mg/ml in PBS). Spleen cells and lymph nodes
cells were recovered at different times after adoptive transfer and labeled as described by
Norwich and colleagues (38) with some modifications. Briefly, 1x10° cells were
incubated on ice for 30 min with the appropriate antibodies. Cells were then washed and
fixed by drop wise addition of 70% ice-cold ethanol. After a 30 min incubation period on

ice, cells were washed and incubated with 1 ml of PBS containing 1% paraformaldehyde
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and 0.01% Tween-20 for 30 min at room temperature. Cells were pelleted and treated
with 60 ug of DNase I (Roche Diagnostics, Laval, QC Canada) in 1 ml of 0.15 M NaCl,
4.2 mM MgCl, pH 5.0 for 15 min at room temperature. Finally, cells were incubated
with FITC-conjugated BrdU antibody (PharMingen, Mississauga, ON Canada), washed
and analyzed by flow cytometry on a Coulter Epics XL (Hialeah, FL). Positive controls
were obtained by in vitro stimulation of 2.102Tg naive spleen cells with 5 pg/ml of

concanavaline A (Sigma, Oakville, ON Canada).

Skin grafting

Tail skin of male donors was engrafted onto the trunk (1 cm?) of male recipients using
standard techniques (39). Mice were anesthetized with ketamine/xylazine (1/10, v/v; 0.01
ml/g). Grafts were placed on the trunk, secured with 6-0 silk sutures and protected with a
bandage. Bandages were removed on day 7, and the grafts were visually scored daily for
evidence of rejection. The allografts were considered fully rejected when > 90% necrosis
or shrinkage was observed. Statistical analyses were performed with the two-ways

analysis of variance test.

Alloantibody analyses

To detect donor-specific alloantibodies, sera were obtained at day 0, 18 or 21 post-
transplant by bleeding the mice in the retro-orbital plexus. IgG, IgG isotypes and IgM
alloantibodies were detected by flow cytometry analyses. Briefly, donor strain spleen
cells or BW5147 T cell lines expressing mHEL-Hb or H-2DF were incubated with 50 pl
of serial dilutions (1:100 to 1:6400) of TCRoKOK recipients serum for 30 min on ice.
Cells were then washed twice and stained with the secondary antibody. Following a 30

min incubation period on ice, cells were washed twice again and resuspended in 0.5 ml of
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PBS supplemented with 0.5% BSA and 0.1% sodium azide. The cells were analyzed on a
Coulter Epics XL (Hialeah, FL). Antibody titers were determined as the reciproqual of
the highest dilution of serum which gave a mean fluorescence intensity (MFI) greater

than the cut-off MFI, a value determined as two standard deviations above the MFI of

dilutions of a control, pre-immune serum.
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RESULTS

The purpose of our study was to assess the helper functions of CD4" T cells in the direct
and indirect pathways of allorecognition, in a skin graft model. To address these
questions, we have developed a unique model based on TCR transgenic mice (2.102Tg)
derived from the CD4" T cell clone 2.102 (31). The reactivity of this T cell clone with
two independent ligands provides an opportunity to study both direct and indirect
alloreactivity pathways mediated by a single T cell clonotype. The T helper cell clone
2.102 recognize the immunodominant determinant Hb(64-76) and is restricted to the
class II molecule I-E* (33). This peptide comprises amino acids 64 to 76 of the d minor
allele of mouse hemoglobin beta chain (HbB? ™) (40). In order to study indirect
allorecognition restricted to self MHC molecule, we have used a transgenic mouse line
(B6(mHEL-Hb)) that expresses a membrane form of a chimeric hen egg-white lysozyme
(HEL) containing the Hb(64-76) peptide under the control of I-Ect chain promoter (35,
41). It has been demonstrated that the Eo. promoter is effective in expressing mHEL-Hb,
analogous to MHC class II molecules, at physiologic levels in all class II-positive cells in
both the thymus and the spleen (35, 42). Because its expression is restricted to class II
bearing cells and its access to cellular compartments where class II peptide loading
occurs, the Hb(64-76) epitope contained within the mHEL-Hb molecule can be
considered as a surrogate MHC class II immunodominant epitope. Because the
transgenic mouse line B6(mHEL-Hb) is maintained on a C57BL/6 (H-2% genetic
background, presentation of the Hb(64-76) epitope by the I-E* molecule requires
processing of the mHEL-Hb molecule by the H-2*¥ APCs from recipient mice. This

mHEL-Hb transgenic mouse line was used as skin donor for the study of indirect
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allorecognition. The 2.102 T cell clone was also shown to be exclusively alloreactive
against the I-EP molecule, and importantly for this study, not alloreactive against the H-2°
haplotype (32). Thus, the B10.P (H-2") congenic line was used as skin donor to study the
direct alloreactivity pathway. C57BL/6J Tcra™"™°™ mice were bred with B6.AKR to
introduce the mutation into an H-2* background, and these mice (TCRoKOK) were used
as recipient of skin allograft. These mice have no peripheral CD4" or CD8" af T cells,
and have been shown to be unable to reject skin allografts, although having normal
populations of B cells, 8 T cells and NK cells (34, 43). Therefore, the initiation of graft
rejection is strictly dependent on the effector cells adoptively transferred. We have used
an adoptive transfer system with purified naive CD4" T cells from 2.102Tg mice as
effectors. Hence in this model, a single T cell clonotype (2.102) is able to mediate graft
rejection by direct alloreactivity after recognizing I-EP presented on B10.P (H-2P)
allograft, as well as by indirect alloreactivity after recognizing the Hb(64-76) epitope,
derived from B6(mHEL-Hb) (H-2% allograft, and presented on self-APCs (H-2%).
Furthermore, B10.P mice were crossed with B6(mHEL-Hb) to generate
(B10.PxB6(mHEL-Hb))F1 progeny that were used as skin donor to study the possible
synergy between both alloreactivity pathways, whereas B6.AKR mice (H-2%) were used

for isogeneic controls.

2.102Tg T cells recognize B10.P (H-2°) alloantigens only by direct alloreactivity, and
B6(mHEL-Hb) alloantigens only by indirect alloreactivity

In order to strictly establish the specificity of 2.102Tg CD4" T cells to recognize H-2°
alloantigens only by direct alloreactivity, and mHEL-Hb alloantigens only by indirect

alloreactivity, the in vitro proliferative response of 2.102Tg T cells against irradiated



Figure 4. Proliferation of 2.102Tg purified T cells after stimulation with irradiated
splenocytes or spleen cells lysates. Purified CD4" T cells (5x10° cells/well) from
2.102Tg mice were stimulated for 72 h in triplicates with A) an increasing number of
irradiated splenocytes or B) serial dilutions of spleen cells lysates from B10.P (circles),
B6(mHEL-Hb) (squares), C57BL/6 (triangles), and B6.AKR (diamonds) mice. Irradiated
B6.AKR (5x10° cells/well) splenocytes were used as APCs for cell lysates antigens. T
cell activation was measured by incorporation of [*H]Thymidine over a 16 h pulse period.
The values represent the mean + SD of triplicate wells, and are representative of three

experiments.
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splenocytes or cell lysates from B10.P (H-2P), transgenic B6(mHEL-HDb) (H-2"), B6.AKR
(H-2%) and C57BL/6 (H-2°) mice were compared. The 2.102Tg T cells showed a strong
reactivity against B10.P splenocytes, whereas B10.P cell lysates were unable to stimulate
proliferation, thus confirming the 2.102Tg T cells as being alloreactive against H-2P
alloantigens only by the direct alloreactivity pathway (Figure 4). In contrast, 2.102Tg T
cells showed a strong reactivity against B6(mHEL-HD) cell lysates and no reactivity
against B6(mHEL-Hb) splenocytes, demonstrating the alloreactivity of the 2.102Tg T
cells only by the indirect pathway for these alloantigens. Results with C57BL/6 cell
lysates and splenocytes demonstrated that none of the H-2" antigens could be recognized
by 2.102Tg T cells in either alloreactivity pathways. Cultures with B6.AKR cell lysates
and splenocytes were used as isogeneic controls in these experiments. Thus, we have
demonstrated the exclusive alloreactivity of the 2.102Tg T cells against H-2" alloantigens
(specifically I-EP) by the direct pathway, and B6(mHEL-Hb) alloantigens (specifically the

Hb(64-76) peptide) by the indirect pathway.

Absence of homeostatic proliferation of CD4" T cells after adoptive transfer in
TCRaKOK mice

Numerous reports have described homeostatic proliferation of naive T cells when these
are transferred into immunocompromised or T cell-depleted hosts (44, 45). It has been
demonstrated that naive T cells can undergo homeostatic proliferation and acquire
effector functions such as the ability to produce IFN-y (46). Therefore, activation and
proliferation of 2.102Tg CD4" T cells in TCRoKOK mice could had been attributed to
purification and adoptive transfer of effector cells instead of a result of skin graft

rejection. To determine if adoptive transfer would elicit a homeostatic proliferation,



Figure 5. Absence of homeostatic proliferation following adoptive transfer of
2.102Tg CD4* T cells. Purified 2.102Tg CD4" T cells (10x10%) were adoptively
transferred into C57BL/6]J Tcra™M°™ (TCRaKOK) mice by tail-vein injection.
Recipients were also treated with a daily dose of BrdU (2 mg/ml i.p.). Splenocytes were
harvested at different times after adoptive transfer, and stained with anti-BrdU antibodies,
co-stained with either anti-CD4 antibodies (A) or anti-CD25 antibodies (B), and analyzed
by flow cytometry. The positive controls correspond to 2.102Tg spleen cells stimulated
in vitro with 5 mg/ml of Con A. The percentage indicated in each dot-plot graphs
corresponds to the percentage of CD4"* and BrdU" (A) or CD4" and CD25" (B) cells from
the total cells analyzed and gated on lymphocytes on forward- and side-scatter plots.

Percentage below 0.1% were indicated as 0%.
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TCRaKOK mice were adoptively transferred with 10x10° CD4" T cells from 2.102Tg
mice and injected daily with bromodeoxyuridine (BrdU) to assess T cell proliferation and
activation in vivo. Spleen and lymph nodes were recovered at different times after
adoptive transfer and CD4" T cells were analyzed for BrdU incorporation by flow
cytometry. CD4"BrdU" T cells could not be detected in spleen cells recovered 48 h, 72 h,
96 h, 7 days and 10 days following adoptive transfer (Figure 5A), suggesting an absence
of T cells homeostatic proliferation in TCRaKOK recipients. In order to further confirm
the absence of T cell activation following adoptive transfer, the upregulation of CD25 and
down regulation of CD62L activation markers were analyzed by flow cytometry. As
shown in Figure 5B, the absence of CD4'CD25" cells in splenocytes harvested at
different times after adoptive transfer of CD4" T cells indicates a lack of T cell activation.
Similar conclusions were drawn from staining with CD62L antibody and analyses of
lymph node cells (data not shown). Thus, these results confirm that 2.102Tg T cells
transferred into TCRaKOK recipients were and remained naive before performing skin
transplant, and that proliferation and activation of CD4" T cells should be initiated by

skin allografts.

2.102Tg CD4" T cells mediate skin graft rejection by direct and indirect alloreactivity
pathways

We next investigated the kinetic of skin graft rejection by both alloreactivity pathways in
our model of transgenic mice. TCRaKOK recipient mice were adoptively transferred the
day before grafting with 10x10® CD4" T cells from 2.102Tg mice as effectors.
Surprisingly, the kinetic of graft rejection was similar for both alloreactivity pathways, as

rejection occurred between 14 and 18 days post-transplantation (Figure 6). Interestingly,



Figure 6. Kinetics of tail-skin graft rejection by the direct and indirect alloreactivity
pathways are similar. Samples of tail-skin from B10.P (circles), B6(mHEL-Hb)
(squares), (B10.PxB6(mHEL-Hb))F1 (triangles), or B6.AKR (diamonds) donors were
grafted onto the back of TCRaKOK mice, adoptively transferred with 10x10° CD4* T
cells one day prior to skin grafting. The allograft was considered fully rejected when over
90% shrinkage or necrosis was observed. The results are representative of three

experiments.
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the kinetic of skin allograft rejection against alloantigens of both alloreactivity pathways
(F1) was comparable to the graft rejection kinetic of direct or indirect pathways alone.
These data indicate that there was no significant difference between groups in the time
course of skin graft rejection following allorecognition by the direct or indirect pathways,
after adoptive transfer of 10x10°CD4" T cells. As expected, the isogeneic control
B6.AKR (H-2%) skin graft were not rejected by TCRAKOK recipient mice and remained
intact for several weeks after transplantation (data not shown). Thus, we have
demonstrated that 2.102Tg T cells were effective at initiating allograft rejection by direct

or indirect alloreactivity pathways.

IgG alloantibody production is only observed in the indirect pathway of alloreactivity

The presence of donor-reactive IgG alloantibodies in TCRaKOK recipient mice after
adoptive transfer of 10x10° CD4" T cells was determined by flow cytometry analyses of
serial dilutions of serum samples. As shown in Figure 7A, mice that had rejected their
graft by the indirect pathway of allorecognition (B6(mHEL-Hb) allografis) produced IgG
alloantibodies specific to BW5147 cells expressing the mHEL-HDb alloantigen whereas no
response was observed when tested against BW5147 control cells or BW5147 cells
expressing H-2DP. Surprisingly, production of H-2DP-specific IgG alloantibodies was not
observed in mice that had rejected their graft by the direct alloreactivity pathway (B10.P
allografts) (Figure 7B). In fact, reactivity against BW5147 H-2DP cells was comparable
to the reactivity against the control cell lines BW5147 and BW5147mHEL-Hb.
Furthermore, no IgG alloantibody production was observed in sera of TCRaKOK
recipient mice that were transplanted with B6(mHEL-Hb) skin allografts, but were not

adoptively transferred (data not shown), confirming the requirement of CD4" T cells for



Figure 7. Production of IgG alloantibodies is only observed after sensitization by the
indirect pathway. Sera from TCRaKOK mice that were adoptively transferred with
10x10® CD4" T cells and grafted with tail-skin from B6(mHEL-Hb) (A: indirect pathway)
or B10.P (B: direct pathway) donors were recovered by bleeding from retro-orbital plexus
at 18 days post-transplant. Serial dilutions of sera from individual mice were analyzed by
flow cytometry against BW5147 T cells (triangles), BW5147 T cells expressing H-2DP
(circles) or mHEL-Hb (squares) using FITC-conjugated goat anti-mouse antibodies. The
values represent the mean + SD of the mean fluorescence intensities of serum dilutions

from individual mice. The results are representative of three experiments.
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the production of IgG donor-reactive alloantibody (47). These results demonstrated that
despite allograft rejection by both pathways, production of donor-reactive IgG antibodies

was strictly confined to the indirect alloreactivity pathway.

Production of antibodies against alloantigens of the direct pathway requires help from
CD4" T cells activated by the indirect pathway

In order to rule out that the absence of IgG responses against B10.P allografts was due to
a lack of immunogenicity of H-2P antigens, we generated (B10.PxB6(mHEL-Hb))F1 mice
expressing H-2P and mHEL-Hb alloantigens, thus giving us the opportunity to study both
pathways of allorecognition together. As shown in Figure 8, recipient mice that had
rejected their graft by the indirect pathway produced IgG alloantibodies specific for
mHEL-Hb at a mean titer of 1:2200 while no IgG response specific against H-2D” was
observed in mice that had rejected their graft by the direct pathway. Importantly, there
was an IgG alloantibody production against both H-27 and mHEL-Hb alloantigens in
TCRoKOK mice grafted with F1 tail-skin donors. Recipient mice that had rejected their
graft by direct and indirect pathways produced IgG alloantibodies at a mean titer of 1:350
against H-2DP direct pathway alloantigens and at a mean titer of 1:4000 against mHEL-
Hb alloantigens of the indirect alloreactivity pathway. Thus, these results indicate that
the absence of IgG in the direct pathway of alloreactivity was not the result of a lack of
immunogenicity of the H-2P antigens. More importantly, these results suggest that
production of alloantibodies against specific alloantigens through the direct pathway
requires help from CD4" T cells activated by the indirect pathway of allorecognition. We
next assessed the presence of anti-donor IgM antibodies, since it has been demonstrated

that MHC class II-deficient mice used to study the direct pathway of allorecognition



Figure 8. Production of alloantibodies against B10.P alloantigens is dependent on
the indirect alloreactivity pathway. Sera from TCRoKOK mice that were adoptively
transferred with 10x10° CD4" T cells and grafted with tail-skin from B10.P (direct),
B6(mHEL-Hb) (indirect), (B10.PxB6(mHEL-Hb))F1 (direct + indirect), or B6.AKR
(isogeneic control) donors were recovered by bleeding from retro-orbital plexus at 18
days post-transplant. Serial dilutions of sera from individual mice were analyzed by flow
cytometry against BW5147 T cells expressing H-2DP or mHEL-Hb using FITC-
conjugated goat anti-mouse IgG or FITC-conjugated rat anti-mouse IgM antibodies. The
values represent the antibody titers from individual mice, and are representative of three

experiments.
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could produce IgM isotype alloantibodies but no IgG (21). No IgM response, even at
dilutions as low as 1:25, could be detected in TCRaKOK recipients that had rejected their
skin allograft after adoptive transfer of 10x10° CD4" T cells, regardless of the tail-skin

graft donor (Figure 8).

Similar alloantibody IgG isotypes are produced after sensitization by direct or indirect
pathways

In order to highlight potential differences in the differentiation of 2.102Tg T cells
activated by the direct and indirect pathways, the IgG alloantibody responses were
characterized by determining the distribution of IgG alloantibody isotypes specific for H-
2P and mHEL-HDb alloantigens. Serial dilutions of serum pools from TCRaKOK recipient
mice adoptively transferred with 10x10® CD4" T cells were incubated with donor strain
spleen cells and subsequently stained with FITC-conjugated, isotype-specific antibodies
for flow cytometry analyses. No IgG isotypes could be detected on donor splenocytes by
flow cytometry using isotype-specific secondary antibodies (data not shown). As shown
in Figure 9, B10.P allograft recipients (direct pathway) did not generate any of the IgG
isotypes against H-2" alloantigens, as expected from previous analyses. In contrast, there
were strong IgGl, IgG2a, and IgG2b alloantibodies responses against mHEL-Hb
alloantigens detected after rejection of B6(mHEL-HDb) tail-skin allografts (indirect
pathway), whereas no response was detectable against H-2" alloantigens. Mice grafted
with F1 tail-skin (both pathways of allorecognition) also produced predominant IgGl1,
IgG2a and IgG2b alloantibodies against H-27 and mHEL-Hb alloantigens. Moreover,

IgG3 response was relatively weak and detected only in mice that had rejected their graft



Figure 9. IgG alloantibody isotypes produced after direct or indirect alloreactivity
are comparable. Sera from TCRoKOK mice that were adoptively transferred with
10x10° CD4" T cells and grafted with tail-skin from B10.P (direct), B6(mHEL-Hb)
(indirect), or (B10.PxB6(mHEL-Hb))F1 (direct + indirect) donors were recovered by
bleeding from retro-orbital plexus at 18 days post-transplant. Serum from individual
mice were pooled and serial dilutions were analyzed by flow cytometry against spleen
cells from B10.P or B6(mHEL-Hb) mice using FITC-conjugated rat anti-mouse IgG
isotypes. The values represent the mean antibody titers of triplicate analyses of serum

pools, and are representative of three experiments.
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by the indirect pathway. Thus, similar alloantibody IgG isotypes are produced after
allograft rejection by the indirect pathway, alone or in combination with the direct

pathway.

Production of similar antibody responses, despite the absence of tail-skin allograft
rejection

In order to evaluate the impact of the precursor frequency of 2.102Tg T cells on the
kinetic of rejection and alloantibody production by TCRKOK recipients, experiments
with adoptive transfer of 2.5x10°% or 15x10° effector cells were performed. In particular,
the number of T cells transferred in the experiments described previously (10x10° CD4*
T cells) could have been limiting for the production of alloantibodies against H-2°
antigens. Of note, B10.A(4R)mHEL-Hb mice were used as tail-skin donors for the study
of the indirect pathway in these experiments, instead of the B6(mHEL-Hb) mice. The
B10.A(4R) mice are H-2° at the Eo locus and do not express a functional I-E molecule.
Therefore, recognition of the Hb(64-76) epitope by the 2.102Tg T cells requires the
uptake and processing of the mHEL-Hb antigen by recipients APCs, as for B6(mHEL-
Hb) donors. Mice transferred with 2.5x10° CD4" T cells from 2.102Tg mice did not
show any sign of acute rejection (neither extensive shrinkage nor necrosis of the graft) by
the time they were sacrificed, which was 45 days post-transplantation (data not shown).
Kinetics of graft rejection were not significantly altered after the adoptive transfer of
15x10° CD4* T cells, as compared to 10x10° CD4" T cells. The mean survival time of
B10.P allografts (direct pathway) after adoptive transfer of 15x10° CD4" T cells was

13.542.4 days (Table 1). Similarly, recipient mice grafted with B10.A(4R)mHEL-Hb



Table 1. Survival of tail-skin grafts on TCRaKOK recipients after adoptive transfer of different numbers of purified CD4* T

cells.
Number of CD4" T cells transferred
2.5X10° 10X10° 15X10°

MST + SD MST + SD MST + SD
B6.AKR grafts > 21 >18 >23
isogeneic control (n=2) (n=3) (n=3)
B10.P allografts > 21 15.7+£1.2 13.5+24
direct pathway (n=3) (n=3) (n=4)
B6(mHEL-Hb) allografts 148117
indirect pathway (n=4)
B10.A(4R)mHEL-Hb allografts > 21 18.7+4.2
indirect pathway (n=3) (n=3)
(B10.PxB6(mHEL-HDb))F1 allografts > 21 155+£1.9 18.0+2.7
direct and indirect pathways (n=4) (n=4) (n=4)

2 MST = mean survival time

P Recipient mice were injected with CD4" T cells from 2.102Tg mice by i.v. injection into the tail vein the day

before grafting.



Figure 10. Comparable production of IgG alloantibodies despite different numbers
of 2.102Tg CD4" T cells transferred. Sera from TCRaKOK mice that were adoptively
transferred with (A) 2.5x10° or (B) 15x10% CD4* T cells and grafted with tail-skin from
B10.P (direct), B10.A(4R)mHEL-Hb (indirect), (B10.PxB6(mHEL-Hb))F1 (direct +
indirect), or B6.AKR (isogeneic control) donors were recovered by bleeding from retro-
orbital plexus at 21 or 18 days post-transplant, respectively. Serial dilutions of sera from
individual mice were analyzed by flow cytometry against BW5147 T cells expressing H-
2DP or mHEL-Hb using FITC-conjugated goat anti-mouse IgG or FITC-conjugated rat
anti-mouse IgM antibodies. The values represent the antibody titers from individual

mice.
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tail-skin (indirect pathway) rejected their graft on day 18.7+4.2 while the mean survival
time of F1 tail-skin recipient mice (direct and indirect alloreactivity pathways) was

18.0£2.7 days.

Sera obtained 18 or 21 days after transplantation were analyzed by flow cytometry for the
presence of donor-reactive IgG and IgM alloantibodies. Interestingly, production of
alloantigen-specific IgG was shown in mice transferred with 2.5x10° CD4"* T cells,
despite the absence of rejection (Figure 10A). The mice sensitized by the indirect
pathway produced IgG alloantibodies against mHEL-Hb alloantigens with a mean
antibody titer of 1:1860 while mice grafted with F1 tail-skin had a mean antibody titer of
1:250 and 1:800 against H-2D” and mHEL-Hb alloantigens, respectively. The antibody
titers determined from sera of TCROKOK mice adoptively transferred with 15x10° CD4*
T cells were also similar (Figure 10B). No IgM response was observed regardless of the
skin graft donor and the number of T cells transferred. As well, no distinct IgG isotypes
alloantibody production pattern was observed (data not shown). Our data demonstrated
that the transfer of 2.5x10° CD4" T cells from 2.102Tg mice into TCRoKOK recipients
was not sufficient to initiate the acute rejection of skin allografts by neither pathways.
Nevertheless, these mice had an antibody production equivalent to mice adoptively
transferred with 4-times and 6-times more CD4" T cells. Thus, no obvious correlation
between alloantibodies level and mean survival time can be drawn, suggesting that
humoral effector mechanisms may not play a primary role in the rejection process of skin

allografts. These results confirm the weaker role played by antibodies in skin allograft
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rejection (48-50). Importantly, our results also suggest that the number of T cells
transferred was not limiting for antibody production, within the range used in these

experiments.
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DISCUSSION

The actual contribution of the direct and indirect pathways of MHC class II
allorecognition in graft rejection is still not well defined because experimental models
allowing the dissection of the relative roles of each pathway are not readily available.
Indeed, the low frequency of responding T cells in the indirect pathway of allorecognition
makes it difficult to evaluate the exact contribution of this pathway, in contrast to the
direct pathway for which the alloreactive T cells precursor frequency is exceptionally
high. Therefore, we sought to establish a model in which T cell responses induced by
both pathways of allorecognition could be directly compared, without the inherent
potential bias caused by the different precursor frequencies. The direct alloreactivity of
the 2.102 CD4" T cell for the allogeneic I-EP, and its indirect reactivity for the Hb(64-76)
peptide as an alloantigen, provided an unique opportunity to study both direct and indirect
pathways of allorecognition mediated by a single T cell clonotype. The use of the 2.102
transgenic T cells population enabled us to study both types of alloreactive responses by
limiting the diversity of the T cell repertoire and controlling the precursor frequencies, as

compared to other models.

The 2.102Tg T cell responses generated from direct and indirect allorecognition were first
compared by evaluating the kinetics of graft rejection by direct, indirect and combined
alloreactivity pathways. No significant delay in graft rejection between these groups was
observed, as rejection of tail-skin allografts on TCROKOK recipients occurred between
14 and 18 days post-transplant, after the adoptive transfer of 10x10° purified CD4" T cells
from 2.102Tg mice. This is in contrast with studies showing that rejection of skin grafts

by CD4" T cells activated through the indirect pathway, in the absence of CD8" T cells,
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was delayed compared to fully allogeneic grafts (15, 51-54). Other investigators have
demonstrated that priming of alloreactive T cells for the indirect pathway by
immunization with donor class I MHC allopeptides can accelerate the time course of
cardiac allograft rejection in Lewis rats (6). The similarity between the kinetics of graft
rejection by the direct and indirect pathways observed in our study suggest that there is no
major difference in the mechanisms responsible for T cell activation and graft rejection
per se by one pathway or the other. The difference in skin graft rejection kinetics
observed in other models could result from a difference in precursor frequencies of
alloreactive T cells between allorecognition pathways. Thus, to our knowledge it was the
first time that those questions were assessed with a single T cell clonotype that can be
activated independently by the two pathways of allorecognition, allowing us to study
graft rejection with a limited T cell repertoire. Moreover, our results indicate that indirect
effector mechanisms are sufficient and highly effective to initiate skin allograft rejection

when recipient and donor differ at only one immunodominant epitope.

Numerous studies have demonstrated a relationship between allorecognition pathways
and production of antibodies to alloantigens by B cells (2, 7, 21). In order to study the
humoral response against donor-specific antigens in our model, specific antibody
production by recipients' B cells was assayed by flow cytometry using BW5147 T cells
expressing H-2DP or mHEL-HD alloantigens. Skin grafts on TCRoKOK recipients in the
absence of adoptive transfer of CD4" T cells showed no sign of rejection nor antibody
response, confirming the requirement of CD4" T cells for the production of IgG donor-
reactive alloantibody, as shown by others (47). Furthermore, we have observed an IgG

response, specific to the mHEL-Hb alloantigen, in the indirect pathway of



77

allorecognition. Fangmann et al. (26) have shown that the indirect T helper pathway
plays a role in antibody production to skin allografts. Moreover, it has been also
established in a mouse skin allograft model that CD4" T cells recognizing peptides
derived from donor MHC antigens through the indirect pathway can provide help for the

production of alloantibodies (21).

One of the most striking observation in our study was the fact that production of H-2DP-
specific IgG alloantibodies was not observed in TCRaKOK recipient mice that had
rejected their graft by the direct pathway of allorecognition. Despite similar mean
survival time of allografts between direct and indirect pathways, IgG alloantibody
production was only observed in the indirect alloreactivity pathway. One possible
explanation for the absence of an IgG response in mice that had rejected their graft by the
direct pathway was a lack of immunogenicity of the H-2P antigens. Therefore, we
generated mice expressing H-2P and mHEL-Hb alloantigens (F1 donors) and studied the
humoral response in mice that received skin grafts allogeneic for both pathways. Our
experiments have shown production of IgG alloantibodies specific to both alloreactivity
pathways alloantigens, i.e. H-2DP and mHEL-Hb, in recipients grafted with F1 tail-skin
donor, indicating that the absence of an IgG response in the direct pathway was not due to
the absence of immunogenicity of H-2P antigens. Thus, our results suggest that the direct
pathway could not lead to alloantibody production on its own, and requires help from
CD4" T cells activated by the indirect pathway of allorecognition. Therefore, the indirect
pathway of allorecognition by CD4" T cells is essential for the production of antibodies

against alloantigens of both alloreactivity pathways.
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It has been shown that stimulation of CD4" T cells by the direct pathway only, using
MHC class II antigens deficient mice as recipients, could stimulate production of IgM but
not IgG alloantibodies (21). To our surprise, no IgM response could be detected in
TCRoKOK recipient mice by day 18 after transplantation, even at serum dilutions as low
as 1:25, regardless of the alloreactivity pathway studied. Bishop et al. (55) have shown
using recipients of cardiac allografts treated with anti-CD4 mAb that IgM alloantibodies
decreased by day 11 and were not detectable by day 21 after transplantation. Thus, the
IgM antibodies specific for alloantigens in TCRaKOK recipients could have already
disappeared from circulation 18 days post-transplantation, although the stronger
immunogenicity of skin allograft, as compared to cardiac allografts, would argue against
this hypothesis. Furthermore, it should be noted that the IgM antibodies reported by

Steele and collegues (21) had been detected 21 days post-transplant.

Noticeably, the IgG isotypes and titers against mHEL-Hb alloantigens were similar,
whether or not there was a contribution from T cells activated by the direct pathway. It is
known in mice that the Thl-derived cytokine IFN-y stimulates IgG2a production while

IL-4 secreted by Th2 cells stimulates IgG1 responses (56, 57). Furthermore, it has been

demonstrated that Th2 CD4 " T cells were more effective than Thl T cells at providing
help for germinal centers formation (58). Preliminary data have suggested that naive
2.102Tg T cells can acquire Thl- or Th2-like phenotypes upon in vitro stimulation with
splenocytes from CBA (which endogenously express Hb(64-76)/I-EX complexes) or
B10.P mice, respectively (Grakoui et al., unpublished data). Because the production of
IgG isotypes specific for mHEL-Hb alloantigens is comparable between the indirect

pathway and the direct and indirect pathways together, we are speculating that the
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2.102Tg T cell responses were not drastically skewed toward Th1 or Th2 differentiation
phenotypes by one pathway or the other. Therefore, the lack of antibody production in
the direct pathway would not be attributed to improper differentiation of 2.102Tg T cells.

However, this hypothesis remains to be confirm experimentally.

In summary, we have demonstrated that the production of alloantibodies after skin graft
transplantion is different for the direct and indirect alloreactivity pathways. In our
experimental model, donor-specific antibodies are not observed in the direct
alloreactivity pathway alone suggesting the requirement for help provided by T cells
activated by the indirect pathway of allorecognition. These results suggest that there is an
absence of B cell activation and alloantibody production following graft rejection by the
direct allorecognition pathway, possibly due to an absence of T cell activation in the
secondary lymphoid organs. This hypothesis is supported by results obtained in our
laboratory demonstrating a strong CD4" T cell expansion and cytokine-producing
effectors observed only in draining lymph nodes of 2.102Tg, Ragl-deficient mice that
had rejected their graft by the indirect pathway (Bonin ef al., manuscript in preparation).
The results presented here also support the idea that there are two levels of help for
production of alloantibodies by B cells (21). It has been suggested that CD4" T cells can
mediate help available for the production of antibodies by B cells specific for alloantigens
either by cognate and non cognate interactions. In our model, only the T cells
recognizing the Hb(64-76) epitope presented by the recipient's B cells (H-2¥) can provide
cognate help to the latter. There is no possible cognate help by the direct pathway alone,
as no H-2P-derived peptide epitopes can be both presented by the recipient's B cells and

recognized by the 2.102Tg T cells. In contrast to previous studies, our study suggest that
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CD4" T cells that provide help for B cells by a cognate interaction (indirect pathway) are
absolutely required for the activation and differentiation of B cells into antibody-
producing plasmocytes. Numerous receptor-ligand pairs have been shown or proposed to
be important in contact-mediated interactions between B and T lymphocytes, such as
CD40-CD154, OX40L-0X40, and CD30-CD153 (59). The model described in this study
should be helpful to elucidate the role of these receptor-ligand pairs in B cell maturation
and antibody production or the importance of the physical and cellular contexts in which

they interact.

Given that current immunosuppressive therapies have a poor effect on blocking the
indirect alloresponse, it is crucial to identify new therapeutical strategies. We have
developed a model of skin allograft rejection mediated by a single T cell clonotype, that
allows us to study the direct and the indirect allorecognition pathways independently,
with a limited T cell repertoire. We have demonstrated an essential role for the indirect
CD4" T cell allorecognition pathway in the production of antibodies against alloantigens.
Thus, the events leading to the initiation of immune responses responsible for graft
rejection are clearly different for the two alloreactivity pathways. Our skin allograft
rejection model should enable us to further elucidate the mechanisms responsible for graft

rejection as well as for the development of novel pathway-specific therapies.
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INTRODUCTION

Les cellules T CD8" cytotoxiques représentent des médiateurs importants
impliqués dans le rejet des allogreffes, puisque ces lymphocytes permettent la lyse des
cellules cibles du greffon. Généralement, la présence des cellules T CD4" auxiliaires est
nécessaire afin de permettre la croissance, la maturation et le maintien des cellules T
cytotoxiques méme s’il existe des lymphocytes T CD8" indépendants des lymphocytes T
CD4" (Shelton et al. 1992 ; Deeths ez al. 1999). Peu de modéles expérimentaux existent
afin de mieux connaitre la contribution exacte des voies alloréactives directe et indirecte
dans le rejet des allogreffes. De plus, la contribution des cellules T CD4" activées par la
voie directe et par la voie indirecte dans la modulation de la réponse cytotoxique des
cellules T CD8" n’a pas encore été clairement examinée. A partir de notre modéle de
greffe de peau, qui utilise des lignées de souris transgéniques et congéniques, nous nous
sommes intéressé aux cellules T CD8" cytotoxiques dans le cadre des réponses

alloréactives directe et indirecte.

Ce chapitre présente donc les résultats obtenus dans le cadre du second objectif de
recherche de ma maitrise, c’est-a-dire étudier les fonctions auxiliaires des cellules T CD4*
au niveau de la modulation des cellules T CD8" cytotoxiques dans le cadre du rejet des
allogreffes de peau. Un transfert adoptif de cellules T CD8" purifiées dans des souris
TCRaKOK subséquemment greffées a été, a prime abord, effectué afin de voir les
réponses des lymphocytes T cytotoxiques en absence de cellules T CD4" auxiliaires.
Ensuite, une seconde série de greffe de peau a été effectuée suite a un transfert adoptif de
cellules T CD4" et de cellules T CD8" combinées. Enfin, ce chapitre est présenté sous
une forme abrégée étant donné que la majorité des éléments techniques apparaissent déja
dans la section « Materiels and Methods » du chapitre article scientifique, tout comme
quelques éléments se retrouvent dans la section discussion. Certaines des sections de la
méthodologie se trouvent reprises dans ce chapitre, en frangais, pour faciliter la
chronologie et le suivi du contexte des manipulations effectuées, ou seulement la portion

« test de cytotoxicité » et la purification des cellules T CD8" different.
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MATERIEL ET METHODES
1. Souris

Les souris C57BL/6J Tcra™"™°™ ont été achetées de The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME USA) et accouplées avec des B6.AKR (H-2%) pour introduire la mutation
dans un haplotype H-2* (TCRaKOK). Ces souris déficientes pour les cellules T of§
(Mombaerts et al. 1992) ont été utilisées en tant que souris receveuses de greffe de peau.
Les souris transgéniques pour le clone de cellule T CD4* 2.102 (2.102Tg) (H-2*) ont été
décrites précédemment (Grakoui ef al. 1999). La lignée de souris transgéniques pour la
molécule mHEL-Hb, qui a été générée sur un fond génétique C57BL/6 (H-2b)
(B6(mHEL-HDb)) a également été décrite ailleurs (Williams e al. 1998). Le transgéne
mHEL-Hb a aussi été introduit dans des souris B10.A(4R) (H-2") qui ont été obtenues de
The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME USA). Des souris B10.P (H-2P) ont été
croisées avec des souris B6(mHEL-Hb) ou B10.A(4R)mHEL-Hb afin de générer une
progéniture (B10.PxB6(mHEL-Hb))F1 (H-2"®) ou (B10.PxB10.A(4R)mHEL-Hb)F]1.
Les lignées de souris transgéniques pour le TCR et pour mHEL-HD, et les lignées de
souris B10.P et B6.AKR ont été généreusement fournies par le Dr. Paul M. Allen
(Washington University, St-Louis, MO USA). Enfin, des souris B10.BR (H-2k)
provenant également de The Jackson Laboratory ont été utilisées dans le test de

cytotoxicité pour étudier la spécificité des réponses cellulaires.
2. Lignées cellulaires

Le lymphome de cellule T BW5147 (H-2*) a été transfecté avec un plasmide
codant pour la molécule du CMH de classe I H-2 DP par électroporation en utilisant 3 ug
du vecteur SRopurMCSI contenant H-2 DP (gracieuseté du Dr. Frangois Denis, INRS-
Institut Armand-Frappier, Laval, QC Canada), suite a un choc de 960 uF 4 350 V avec un
Gene Pulser (Bio Rad, Mississauga, ON Canada). Les cellules ont été mises en culture
dans des micro-plaques de 96 puits a fond plat, et les transfectants stables ont été

sélectionnés par I’ajout de puromycine (2 pg/ml) (Sigma-Aldrich, Oakville, ON Canada).
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Les clones résistants a la drogue ont été analysés par cytométrie en flux sur un Coulter
Epics XL (Hialeah, FL USA) pour I’expression de I’antigéne H-2 D avec I’anticorps
B8.24.3 (anti-H-2° ayant une réactivité croisée avec H-2") (Kéhler et al. 1981).

3. Purification des cellules T

Des rates ont été prélevées de souris 2.102Tg pour la purification de cellules T
CD4", ou de souris B6.AKR pour la purification de cellules T CD8". Les suspensions
cellulaires ont été incubées avec des billes magnétiques MicroBeads Macs CD4 (L3T4)
ou CD8 (Ly-2) (Miltenyi Biotec, Auburn, CA USA), en fonction de la population
cellulaire voulant étre isolée, pendant 15 minutes a 4°C, lavées puis purifiées sur une
colonne LS par sélection positive. L’éluat a donné une population positive composée a ~
90 % de cellules T CD4" ou CD8" suite a des analyses en cytométrie en flux avec moins
de 3 % de cellules T CD4" ou CD8" selon la population (données non présentées). Les
analyses en cytométrie en flux ont été effectuées avec des anticorps monoclonaux anti-
souris CD4 conjugués a la fluorescéine isothyocianate (FITC) (clone H129.19) et avec
des anticorps anti-CD8 conjugués a la FITC (clone 53-6.7). Le transfert adoptif de
cellules T dans les souris TCRaKOK a été effectué par injection intra-veineuse dans la
veine de la queue, un jour avant les greffes de peau. Dans une premiére expérience, les
souris ont été injectées uniquement avec 2x10°® cellules T CD8" dans du PBS 1X, puis
dans une seconde expérimentation les souris ont été transférées adoptivement avec une
solution mixte de 2x10° cellules T CD8" et 10x10° cellules T CD4".

4. Greffes de peau

La peau de queue (1 cm?) de donneurs males a été greffée sur le tronc de souris
receveuses méles en utilisant les techniques standards de greffe de peau modifiées
(Billingham et Medewar 1951 ; Rosenberg 1991). Les souris ont été anesthésiées avec de
la kétamine / xylazine (1/10, v/v ; 0,01 ml/g). Les greffons ont été placés sur le tronc,
maintenus en place avec des points de suture 6-0 (CDMYV, St-Hyacinthe, QC Canada) et

protégés avec un diachylon. Les diachylons ont été enlevés 7 jours apres la
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transplantation, et les greffes ont été analysées visuellement a tous les jours pour des
manifestations du rejet. Les allogreffes ont été considérées complétement rejetées lorsque

plus de 90 % de nécrose ou de rétrécissement a €té observé.
5. Test de cytotoxicité

L’activité cytotoxique a été mesurée par un test standard de relargage de chrome
51 (*'Cr). Les tests de cytotoxicité ont été effectués 14 jours aprés les greffes de peau.
Les concentrations optimales de cellules répondeuses et stimulatrices ont été déterminées
préalablement par une expérience de « titration » en testant différents ratios de cellules.
Les splénocytes de souris greffées (8x10°) ont été cultivés avec des cellules stimulatrices
(2x10°), correspondant & des splénocytes irradiés (2000 rad) de méme origine que le
donneur, dans une plaque de 24 puits pendant 5 jours 4 37°C + 5 % CO,. Le milieu de
culture utilisé a été du RPMI 1640 (GibcoBRL, Burlington, ON Canada) supplémenté
avec 10 % de sérum de veau feetal (v/v) (FCS) (HyClone, Logan, UT USA), 50 pg/ml
gentamicine, 2 mM GlutaMax, 10 mM tampon HEPES, 100 uM MEM non essential
amino acids (GibcoBRL, Burlington, ON Canada) et 2x10° M 2-ME. Les cellules cibles
employées ont été les lymphomes T EL4 (H-2°), les lymphomes de cellules T BW5147 et
les cellules BW5147 exprimant H-2 DP. Les cellules cibles ont été incubées avec 200 pCi
de Na,CrO4 (°'Cr) (ICN, Irvine, CA USA) pendant 1h30 4 37°C avec 5 % CO> puis lavées
quatre fois avec du RPMI 1640. Différentes concentrations de cellules effectrices ont été
incubées avec 1x10* cellules cibles pendant 4 heures a 37°C + 5 % CO, dans un volume
final de 200 pl. Les surnageants (25 pl) ont été récoltés, transférés dans une plaque
flexible et mis en présence de 150 pl de liquide a scintillation Optiphase SuperMix
(Wallac, Turku, Finlande). La quantité de chrome relargué dans les surnageants a été
déterminée avec un compteur Trilux (Wallac, Turku, Finlande). Le pourcentage de lyse

spécifique a été calculé selon la formule suivante :

% lyse spécifique = relargage expérimental - relargage spontané

relargage maximum - relargage spontané
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ou le relargage spontané a été mesuré en absence de cellules effectrices, remplacées par
du milieu de culture, alors que le relargage maximum a été mesuré en présence de 2 % de
Triton X-100 au lieu des cellules effectrices. Les valeurs obtenues au dessus de 15 % de

lyse spécifique ont été considérées positives.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Les réponses cytotoxiques des cellules T CD8" peuvent étre évaluées par un test
standard de cytotoxicité avec relargage de chrome 51. Briévement, ce test consiste a
marquer des cellules cibles avec du chrome puis a mettre en présence ces cellules cibles
avec des cellules effectrices. S’il y a reconnaissance par les cellules effectrices des
cellules cibles, ces derniéres vont libérer le chrome dans le surnageant suite a la lyse
cellulaire. Les cellules effectrices correspondent a des cellules provenant de la rate de
souris greffées (cellules répondeuses) stimulées in vitro avec des splénocytes irradiés
(cellules stimulatrices) ayant la méme origine que le donneur de peau. Le modéle murin
de greffe de peau utilisé dans les tests de cytotoxicité avec transfert adoptif de cellules
effectrices est illustré a la Figure 11. Les souris TCRoKOK ne peuvent pas induire un
rejet de greffe sans transfert adoptif de cellules effectrices, malgré la présence de
populations normales de cellules B, de cellules T y3 et de cellules NK (Mombaerts ef al.
1994). Les cellules T CD8" injectées dans les souris TCRaKOK vont reconnaitre les
molécules du CMH de classe I exprimées a la surface des cellules cibles du greffon. Les
cellules cibles utilisées dans ces expériences pour étudier la voie indirecte, correspondent
aux lymphomes de cellules T EL4, compte tenu que ces cellules possédent un haplotype
H-2°. Les souris B10.A(4R)mHEL-Hb utilisées pour étudier la voie indirecte expriment
la molécule de classe I H-2 D°. Les cellules T CD8" reconnaissant cet antigéne vont lyser
les cellules cibles EL4 qui expriment H-2°. Le lymphome de cellule T BW5147
exprimant H-2 DP permet, quant & lui, une étude de la voie directe puisque les souris
B10.P (voie directe) expriment les molécules de classe I KPDP. La lignée cellulaire

BW5147 a également été utilisée en tant que contrdle négatif.

1. La spécificité du test de cytotoxicité

La mesure de la lyse cellulaire par un test de cytotoxicité consiste a quantifier le
chrome qui se trouve libéré dans le surnageant suite & la destruction des cellules cibles par

les cellules effectrices. Au préalable, il y a stimulation des cellules répondeuses



FIGURE 11. Mode¢le de greffe de peau.
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provenant de la rate des souris greffées, afin de les activer et d’augmenter la quantité de
cellules effectrices, avec des splénocytes ayant la méme origine que celle du donneur
(autologue). Par exemple, il y a stimulation des cellules spléniques de souris greffées
B10.P avec des splénocytes provenant aussi de souris B10.P. Afin de confirmer que cette
stimulation prend place uniquement lorsque les splénocytes provenant des souris greffées
se trouvent en présence de splénocytes autologues, nous avons effectué un test de
cytotoxicité pour vérifier I’absence de réactions croisées et la spécificité du test lors de la
stimulation des cellules effectrices in vivo. La réponse cytotoxique des cellules T CD8" a
¢té analysée suite au prélévement des rates au jour 14 aprés les greffes de peau sur des
souris B10.BR, avec de la peau de queue provenant de trois lignées de souris distinctes :
B10.P, B10.A(4R)mHEL-Hb et B10.BR. Le rejet de greffe a été observé, sauf pour les
greffes isogéniques, 12 et 13 jours apres la transplantation (données non présentées).
Ainsi, les rates des souris greffées ont été prélevées au jour 14, une fois les allogreffes de
peau rejetées. Pour cette expérience, il y a eu stimulation des cellules répondeuses avec
des splénocytes irradiés provenant des trois types de donneur. Par exemple, les
splénocytes de souris greffées avec de la peau B10.P ont été stimulés avec des
splénocytes irradiés de souris B10.BR, B10.P et B10.A(4R)mHEL-Hb, puis ces cellules
effectrices ont été incubées avec les trois lignées cellulaires de cellules cibles (BW5147,
BW5147 H-2 DP et EL4) marquées au °'Cr. Selon les résultats attendus, une réponse
cytotoxique devrait uniquement étre observée quand les splénocytes provenant de souris
greffées B10.P, préalablement stimulés avec des cellules spléniques B10.P, ont été
incubées avec les cellules cibles BW5147 H-2 DP (Figure 12 — panneau du centre). Les
résultats obtenus démontrent effectivement une réponse cytotoxique contre les cellules
cibles appropriées (i.e. spécifique) uniquement lorsque les splénocytes des souris greffées
ont été stimulés par des splénocytes autologues (Figure 12). De plus, les trois lignées
cellulaires (EL4, BW5147 et BW5147 H-2 DP) ont été utilisées comme cellules cibles,
marquées au °'Cr puis incubées avec les cellules effectrices. A ce niveau également,
aucune réaction croisée n’a pu étre observée.  Ainsi, cette expérience a permis de
confirmer que les réponses cytotoxiques obtenues résultent entiérement de la
reconnaissance des antigénes spécifiques et non de réactions croisées, validant en

conséquence notre test de cytotoxicité.



FIGURE 12. Spécificité des réponses cytotoxiques. La rate de souris B10.BR greffées
avec de la peau provenant de souris B10.BR (panneau du haut), B10.P (panneau du
centre) ou B10.A(4R)mHEL-Hb (panneau du bas) a été prélevée 14 jours aprés la
transplantation. Les cellules effectrices (mixte des splénocytes des souris) ont été
préalablement stimulées in vitro avec des splénocytes irradiés provenant de souris
B10.BR (carré), B10.P (triangle) ou B10.A(4R)mHEL-Hb (rond). Les cellules effectrices
ont ensuite été incubées & différents ratios avec trois lignées de cellules cibles marquées
au chrome 51: EL4, BW5147 et BW5147 H-2 D°.
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2. La réponse des cellules T CD8" est dépendante de la réponse auxiliaire des

cellules T CD4"

L’expérience suivante a été réalisée afin de voir si les cellules T CD8" peuvent par
elles-mémes induire un rejet des allogreffes de peau et produire une activité cytotoxique
sans la présence de cellules T CD4". Effectivement, la littérature souligne qu’il existe des
cellules T CD8" indépendantes des cellules T CD4" qui peuvent produire de maniére
autocrine de I’IL-2 (Shelton et al. 1992 ; Deeths et al. 1999). Une premiére série de
greffe de peau a été effectuée avec des souris TCROKOK (H-2%) suite 4 un transfert
adoptif de 2x10° cellules T CD8", provenant de souris B6.AKR (H-2%), et purifiées avec
des billes magnétiques par sélection positive. La quantité de cellules effectrices injectées
a été déterminée en fonction des données retrouvées dans la littérature. Suite au transfert
adoptif, deux souris TCROKOK ont été greffées par groupe de donneur. La rate des
souris greffées a été prélevée 14 jours aprés la transplantation. A ce moment, aucune
caractéristique du rejet (nécrose ou rétrécissement) n’a été observée (données non
présentées). Aucun lyse spécifique n’a été observée pour les souris greffées B6.AKR
comme prévu puisqu’il s’agit de greffe isogénique (Figure 13A). 1l est également
possible de constater dans les panneaux B et C de la Figure 13 I’absence de lyse des
cellules cibles par les cellules effectrices autant pour les souris greffées par la voie directe
(B10.P) que par la voie indirecte (B10.A(4R)mHEL-Hb). Cette absence de réponse
cytotoxique suite au transfert de cellules T CD8" seules tend & confirmer la nécessité des
cellules T CD4", qui sécrétent des cytokines essentielles pour une activation des
lymphocytes T cytotoxiques. En effet, il a été démontré que des cellules T alloréactives
enrichies de CTL étaient incapables d’induire un rejet d’allogreffe (Gurley et al. 1983 ;
Lowry et Gurley 1983). Par ailleurs, suite & des greffes de peau de type F1, une des deux
souris de ce groupe démontre une lyse spécifique contre les cellules EL4 (voie indirecte)
et contre les cellules BW5147 H-2 DP (voie directe) (Figure 13D). Cette cytotoxicité
diminue en fonction du ratio effecteur : cible, et aucune réponse cytotoxique n’est
détectée lorsque les cellules effectrices se trouvent mises en présence des cellules cibles
BW5147. De plus, une stimulation des splénocytes avec des cellules spléniques non

homologue au donneur n’a pas induit de réponse cytotoxique confirmant 1’absence de



FIGURE 13. Test de cytotoxicité suite a un transfert adoptif de cellules T CD8" seules.
Des souris TCRaKOK ont été greffées suite au transfert adoptif de 2x10° cellules T CD8"
provenant de souris B6.AKR. Les cellules répondeuses provenant de la rate des souris
greffées ont été stimulées in vitro avec des splénocytes irradiés. Les cellules effectrices
ont ensuite été mises en présence de différentes cellules cibles marquées au °'Cr : EL4
(rond), BW5147 (carré) ou BW5147 H-2 DP (triangle). Chaque série de lignes (pleine ou
pointillée) représente une souris. (A) souris greffées B6.AKR (greffe isogénique) (B)
souris greffées B10.P (voie directe) (C) souris greffées B10.A(4R)mHEL-Hb (voie
indirecte) et (D) souris greffées (B10.PxB6(mHEL-HDb))F1 (voie directe et indirecte).
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réactions croisées (données non présentées). Etant donné que cette expérience n’a été
effectuée qu’a une seule reprise et que seulement deux souris composaient chaque
groupe, il est nécessaire de refaire des greffes de peau avec un transfert adoptif de cellules
T CD8" seulement. Le prélévement des rates des souris TCROKOK au jour 14 peut
également influencer les réponses cytotoxiques obtenues, il serait ainsi intéressant de
sacrifier les souris & différents temps. Les rates ont été prélevées 14 jours post
transplantation, puisque généralement on retrouve une forte réponse cytotoxique deux
semaines suivants la greffe. De plus, les souris ont également été sacrifiées 14 jours aprés
la transplantation, au moment du rejet des allogreffes, dans le test de cytotoxicité portant
sur la spécificité des réponses décrit précédemment (section 1). En lien avec les résultats
obtenus, il est permis de penser compte tenu des données retrouvées dans la littérature,
que les cellules T CD8" par elles-mémes ne peuvent pas induire un rejet des allogreffes

de peau en absence de cellules T CD4".
3. Modulation de Pactivité cytotoxique de cellules T CD8" par des cellules T CD4"

La modulation des cellules T cytotoxiques CD8" par des cellules T auxiliaires
CD4" suite 4 une activation par les voies directe et indirecte n’a pas encore été étudiée. A
partir de notre modele murin de greffe de peau, nous avons effectué un transfert adoptif
de 2x10° cellules T CD8" provenant de souris B6.AKR et de 10x10° cellules T CD4"
provenant de souris 2.102Tg. Les souris TCROKOK ont été greffées le lendemain, et les
groupe de souris étaient composés de trois & quatre souris par groupe. Le rejet des
allogreffes a été constaté pour trois des quatre souris greffées F1 au moment du
prélevement de la rate, soit 14 jours apres les greffes de peau, alors qu’une seule souris
avait rejetée par la voie indirecte. Aucun rejet n’a été observé chez les souris greffées
avec de la peau B10.P (voie directe) (données non présentées). Suite aux analyses,
aucune activité cytotoxique n’a été détectée pour les souris greffées avec de la peau
provenant de souris B10.P (voie directe) contre les cellules BW5147 H-2 DP (Figure 14 —
panneau du haut). Une seule des quatre souris greffées par la voie indirecte

(B10.A(4R)mHEL-HDb) a présenté une réponse cytotoxique spécifique contre les cellules



FIGURE 14. Modulation de I’activité cytotoxique par des cellules T CD4". Un test de
cytotoxicité avec relargage de *'Cr a été effectué avec des souris TCROKOK ayant été
injectées suite a une transfert adoptif de 2x10° cellules T CD8" provenant de souris
B6.AKR et de 10x10° cellules T CD4" provenant de souris 2.102Tg. La rate des souris
TCRoKOK greffées avec de la peau provenant de souris B10.P (panneau du haut),
B10.A(4R)mHEL-Hb (panneau du centre) ou (B10.PxB10.A(4R)mHEL-Hb)F1 (panneau
du bas) a été prélevée 14 jours aprés la transplantation. Les cellules effectrices
préalablement stimulées in vitro ont été incubées avec trois lignées de cellules cibles

marquées au °'Cr. Chaque série de lignes représente une souris individuelle.
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EL4 (Figure 14 — panneau du centre). Des réponses cytotoxiques, suite a une lyse
spécifique des cellules cibles BW5147 H-2 D” pour les souris greffées B10.P (voie
directe) ou EL4 pour les souris greffées B10.A(4R)mHEL-Hb (voie indirecte), étaient
attendues. Cette absence de cytotoxicité résulte peut-étre du fait que le prélévement de la
rate a été effectué 14 jours aprés les greffes de peau. Effectivement, une seule souris
du groupe indirecte avait rejeté son greffon au jour 14. En général, un transfert adoptif
de cellules T CD4" seules induit un rejet des allogreffes de peau entre les jours 14 et 18
apres la transplantation (voir article scientifique — Figure 6). Une cinétique de rejet plus
rapide était attendue compte tenu du transfert de cellules effectrices CD4" et CDS§".
Toutefois, puisque le sacrifice des souris a été fait au jour 14, il est impossible de tracer
une courbe de survie compléte et de comparer les temps de rejet adéquatement. Par
contre, toutes les souris TCROKOK greffées avec de la peau F1 démontrent une lyse
spécifique contre les cellules cibles BW5147 H-2 DP utilisées pour étudier les réponses au
niveau de la voie directe d’alloréactivité, et démontrent également une réponse spécifique
au niveau de la voie indirecte suite a la lyse des cellules EL4 (Figure 14 — panneau du
bas). A I’opposé, une seule souris greffées F1 sur deux avait démontré une activité
cytotoxique lors du transfert adoptif de cellules T CD8" seules (Figure 13). La
combinaison des voies directe et indirecte (F1) semble amener une plus grande
immunogénicité, compte tenu que seulement les souris greffées avec de la peau de souris
F1 démontrent une activité cytotoxique. Effectivement, au moment du prélévement de la
rate les souris TCRo.KOK avaient toutes rejeté leur greffe, contrairement aux autres
groupes de souris, ce qui differe de la cinétique de rejet obtenue suite a un transfert
adoptif de cellules T CD4" seules ot aucune différence significative n’existe entre les
groupes. De plus, malgré le fait que I’activité cytotoxique des souris greffées ayant
seulement regu des cellules T CD4" n’a pas été observée, la lyse cellulaire observée dans
ces expériences devrait résulter uniquement des cellules T CD8", puisque les cellules
cibles utilisées dans le test de cytotoxicité représentent des cibles spécifiques pour les
cellules T CD8" et ne correspondent pas aux mémes antigénes reconnus par les cellules T
CD4". En somme, la réponse cytotoxique semble nécessiter les cellules T CD4" pour une

activation des CTL impliquées dans le rejet des allogreffes de peau.
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CONCLUSION

Les résultats obtenus tendent & démontrer la nécessité des cellules T CD4" pour
une activation de la réponse cytotoxique des cellules T CD8" suite a des allogreffes de
peau. Plusieurs études supportent ce fait. La modulation des réponses cytotoxiques par
les cellules T auxiliaires CD4" au niveau des voies alloréactives directe et indirecte reste
cependant a définir plus clairement. Les résultats obtenus suite au transfert adoptif de
cellules T CD8" seules puis de cellules T CD4" et de cellules T CD8" combinées
confirment la nécessité des cellules T CD4" pour une induction des réponses
cytotoxiques. Les données suggérent également que la combinaison des deux voies
alloréactives ameéne une plus grande immunogénicité pour une activation des réponses
cytotoxiques que lors du rejet uniquement par la voie directe ou la voie indirecte. Il est
donc permis de suggérer que les voies alloréactives directe et indirecte puissent toutes
deux étre impliquées dans les réponses cytotoxiques des cellules T CD8" suite a une
activation des cellules T CD4". Ainsi, il est nécessaire de poursuivre les études a ce
niveau pour confirmer les résultats obtenus. De plus, la modulation des cellules T CD8"
suite 4 une activation des cellules T CD4" par la voie directe ou par la voie indirecte
n’avait pas encore été examinée dans un modéle expérimental adéquat. Des expériences
avec un plus grand nombre de souris par groupe devraient étre effectuées suite au
transfert adoptif de cellules T CD8". 1l serait également intéressant de prélever la rate des
souris greffées a différents temps pour voir si ce paramétre influence les résultats des tests
de cytotoxicité, entre autres, en fonction du type de donneur. La littérature souligne que
les cellules T cytotoxiques représentent des médiateurs importants dans les processus
impliqués dans le rejet des allogreffes. Une étude des réponses cytotoxiques et de la
modulation de ces cellules devient ainsi intéressante tant pour une amélioration des
connaissances sur les mécanismes impliqués dans le rejet des greffes mais aussi pour
connaitre la contribution des voies alloréactives directe et indirecte dans les réponses

cytotoxiques.



DISCUSSION / CONCLUSION
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Le rejet de greffe représente encore aujourd’hui la principale complication suite a
une transplantation, malgré le développement de nouvelles thérapies
immunosuppressives. Les connaissances sur la contribution réelle des voies alloréactives
directe et indirecte au niveau du rejet de greffe suite a une alloreconnaissance des
molécules du CMH allogéniques demeurent incomplétes. La disponibilité de modéles
expérimentaux permettant la dissection des réles exacts de chacune des voies dans le rejet
des allogreffes est problématique. Effectivement, la caractérisation des cellules T CD4"
activées par la voie indirecte de présentation suite a une alloreconnaissance des peptides
antigéniques est limitée. Cette limitation résulte de la faible fréquence des cellules T qui
répondent indirectement aux peptides présentés par des CPA, tout comme elle résulte de
la multitude des antigénes présents sur les cellules du greffon ou ces antigénes
correspondent tous a des sources peptidiques pouvant étre présentées par des CPA (Smith
et al. 2001). 1l a été en réalité démontré, en se basant sur un modéle de greffe de peau,
que les cellules T qui reconnaissent des peptides dérivant du donneur et présentés par la
voie indirecte comptent pour moins de 10 % de la population lymphocytaire alloréactive

totale (Benichou et al. 1999).

Notre laboratoire a développé un modele murin de rejet de greffe de peau unique
qui permet justement une étude des voies alloréactives directe et indirecte a partir de
lignées de souris transgéniques. Le clone de cellule T CD4" 2.102 posséde une
alloréactivité directe contre la molécule de classe II allogénique I-EP, et posséde
¢galement une alloréactivité indirecte restreinte a 1’épitope immunodominant Hb(64-76)
présenté en association avec la molécule de classe I I-E¥. La cellule 2.102 fournit donc
une opportunité unique pour étudier les voies directe et indirecte via un seul clonotype de
cellule T. L’utilisation d’une telle population cellulaire transgénique permet de limiter la
diversité du répertoire de cellules T comparativement aux autres modeles expérimentaux.
Nous avons utilisé un systéme de transfert adoptif avec purification de cellules effectrices
puis effectué des greffes de peau sur des souris TCRoKOK. Ces souris TCRaKOK ne
possédent pas de cellules T périphériques CD4" ou CD8" TCRap, et se trouvent alors
incapables de rejet de greffe malgré la présence de populations normales de cellules B, de
cellules T yd et de cellules NK (Mombaerts et al. 1992 ; Mombaerts et al. 1994). Le



110

transfert adoptif de cellules T CD4" purifiées provenant de souris 2.102Tg, en tant que
cellules effectrices, va entiérement étre responsable du rejet de greffe observé. Enfin, en
plus de permettre une meilleure compréhension des mécanismes responsables du rejet des
tissus et des organes greffés, un tel modele innovateur serait utile pour le développement

de nouvelles thérapies immunosuppressives spécifiques aux voies alloréactives.

Préalablement, notre laboratoire a démontré in vitro que la cellule T 2.102
reconnait les alloantigénes H-2P (splénocytes B10.P) seulement par la voie directe, alors
que les antigénes mHEL-Hb sont uniquement reconnus par la voie indirecte (Figure 4).
Cette expérience a permis de confirmer la spécificité des réponses de la cellule T 2.102
dans notre modele murin de greffe de peau. De plus, il a aussi été important de vérifier
que les cellules T CD4" ne proliféraient pas suite a la purification des splénocytes
provenant des souris 2.102Tg ou encore suite au transfert adoptif dans les souris
TCRaKOK. La prolifération des cellules effectrices doit résulter uniquement du rejet de
la greffe et non de la préparation ou de la manipulation des cellules T CD4". Des études
récentes ont démontré une prolifération homéostatique de cellules T naives suite au
transfert de ces cellules, entre autres, dans des souris hétes immunosupprimées (Ernst ez
al. 1999 ; Viret et al. 1999). En effet, il a été démontré que des cellules T naives
pouvaient subir une prolifération homéostatique et acquérir des fonctions effectrices
comme la capacité a produire de I’IFN-y suite au transfert adoptif (Goldrath et al. 2000).
Afin de déterminer si le transfert adoptif dans les souris TCRaKOK induisait la
prolifération homéostatique des cellules T CD4" 2.102Tg purifiées, nous avons utilisé le
bromodeoxyuridine (BrdU) et mesuré son incorporation dans les cellules T CD4", Le
BrdU correspond a un analogue de base (thymidine) qui s’incorpore dans I’ADN, et qui
permet de mesurer la prolifération cellulaire par cytométrie en flux grice a un anticorps

dirigé contre le BrdU (Gratzner 1982 ; Dolbeare ef al. 1983).

Aucune population cellulaire positive pour une incorporation au BrdU
(CD4"BrdU™) n’est présente au niveau des cellules de la rate (Figure SA) et des ganglions
a différents temps (jour 0 au jour 18) aprés le transfert adoptif de 10x10° cellules T CD4"
2.102Tg. Cette absence de population positive pour le BrdU indique donc que les cellules
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ne proliférent pas suite au transfert adoptif. Afin de confirmer une absence d’activation
des cellules suite au transfert adoptif, la régulation a la hausse de CD25, un marqueur
d’activation exprimé sur les cellules T activées, a également été analysé. Ainsi, aucune
population positive exprimant CD25 (CD4"CD25") ne se retrouve dans la rate des souris
TCRoKOK suite au transfert adoptif (Figure 5B). Ainsi, il n’y a pas d’activation des
cellules T CD4" suite au transfert dans les souris. Des résultats similaires ont été obtenus
au niveau des ganglions, et suite au marquage avec des anticorps dirigés contre CD62L
(données non présentées). Par conséquent, il y a une absence de prolifération
homéostatique des cellules T CD4". En somme, les résultats indiquent que la population
de cellules T CD4" transférée demeure naive, et que la prolifération et I’activation de ces
cellules effectrices résultent entierement du rejet de la greffe de peau et non de la
purification ou du transfert adoptif des cellules T CD4". Ces données confirment
également « la validité » de notre modele de greffe de peau ainsi que la 1égitimité des

résultats subséquents.

La partie suivante présente la discussion des résultats obtenus dans le cadre du
premier objectif de recherche, soit étudier les fonctions des cellules T CD4" au niveau de
la production en anticorps dans un modele de greffe de peau basé sur la cellule 2.102. La
réponse de la cellule T 2.102 engendrée suite a une activation par les voies alloréactives
directe et indirecte a premiérement été évaluée avec la cinétique de rejet de greffe, suite a
des greffes de peau sur des souris TCRaKOK. Aucun délai significatif n’a été observé
dans la cinétique du rejet de greffe entre les différents groupes de donneur de peau
(directe, indirecte ou directe et indirecte combinées) suite & un transfert adoptif de 10x10°
cellules T CD4" provenant de souris 2.102Tg. Effectivement, le rejet a eu lieu pour les
trois groupes entre les jours 14 et 18 apres la transplantation (Figure 6). Ce résultat
contraste avec des études démontrant que le rejet de greffe de peau par des cellules T
CD4" activées, en absence de cellules T CDS8", par la voie indirecte est retardé
comparativement a des greffes complétement allogéniques (Auchincloss ef al. 1993 ; Lee
et al. 1997 ; Sawada et al. 1997). Wecker et al. (1995) et Dalloul et al. (1996) ont aussi
étudié la voie indirecte en effectuant des greffes sur des souris SCID disparates pour des

molécules du CMH de classe I ou sur des souris nues (nude) athymique avec de la peau



112

provenant de souris déficientes pour les molécules du CMH de classe II. Les expériences
dans les deux cas concluent que la voie indirecte peut engendrer un rejet des allogreffes
mais que le rejet est retardé, et méme parfois non visible au niveau phénotypique, en
comparaison avec un rejet qui résulte de cellules T CD4" ou CD8" répondant a des
alloantigénes présentés par la voie directe. Par contre, il a été¢ également démontré que
suite a une activation indirecte des cellules T avec des allopeptides du CMH de classe 11
provenant du donneur, la cinétique du rejet des allogreffes cardiaques chez des rats Lewis

pouvait €tre accélérée (Vella et al. 1999).

Ainsi, cette absence de différence significative entre les cinétiques de rejet par les
voies directe et indirecte suggere qu’il n’y a pas de différence entre les mécanismes
responsables de I’activation des cellules T. A notre connaissance, il s’agit de la premiére
fois que ces questions sont abordées avec une population quasi clonotypique de cellules T
pouvant étre activées indépendamment par les deux voies alloréactives. Une telle
population cellulaire nous permet d’étudier le rejet de greffe avec un répertoire limité de
cellules T. Les différences observées au niveau des autres modeles dans la cinétique de
rejet peuvent en conséquence résulter de différence dans la fréquence de précurseur entre
les voies directe et indirecte. De plus, la similitude dans la cinétique de rejet de greffe
entre la voie directe et la voie indirecte suggére que les mécanismes effecteurs de la voie
indirecte sont suffisants et hautement efficaces pour initier le rejet des allogreffes de peau,
lorsque donneur et receveur différent uniquement au niveau d’un seul épitope
immunodominant. Nos résultats confirment les travaux réalisés antérieurement par
différentes équipes qui ont montré I’importance de la réactivité des cellules T contre des
allopeptides présentés par la voie indirecte dans le rejet des allogreffes (Fangmann et al.
1992 ; Liu et al. 1993a ; Lee et al. 1997). Par exemple, il a été démontré par Valujskikh
et collaborateurs (1998) que des cellules T alloréactives contre un unique allopeptide
immunodominant restreint au soi (I-AB*58-71) induisent le rejet de greffe chez des souris

BALB/c SCID greffées avec de la peau B10.A.
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La réponse humorale engendrée suite au rejet des allogreffes a été étudiée en
analysant la production en anticorps dans les sérums des souris TCROKOK greffées suite
a un transfert adoptif de 10x10° cellules T CD4" de souris 2.102Tg. Une relation a été
établie dans de nombreuses études entre les voies alloréactives et la production en
anticorps par les cellules B contre des alloantigénes (Hall 1991 ; Steele et al. 1996 ; Kelly
et al. 1997). Pour étudier la réponse humorale contre des antigénes spécifiques au
donneur, au niveau de notre modéle murin de rejet de greffe, nous avons testé la
production en alloanticorps par les cellules B du receveur par cytométrie en flux en
utilisant les lignées cellulaires BW5147 exprimant H-2 D? ou mHEL-Hb. Les greffes de
peau effectuées sur des souris TCRaKOK en absence de transfert adoptif de cellules
effectrices T CD4" ne présentent pas de signes caractéristiques du rejet ni aucune réponse
en anticorps. Cette absence de rejet de greffe confirme le fait que ces souris ne peuvent
pas rejeter une allogreffe de peau méme en présence de cellules B, de cellules T 0 et de
cellules NK. De plus, la nécessité des cellules T CD4" pour permettre une production en
IgG spécifiques au donneur est confirmée par cette incapacité des souris TCRoOKOK a
produire une réponse en IgG sans transfert adoptif de cellules T CD4". Effectivement,
Auchincloss et al. (1988) ont démontré que la déplétion des cellules T CD4" inhibe le
développement des alloanticorps dans les souris greffées avec de la peau, aprés avoir testé

les titres en anticorps dans les sérums trois semaines apres les allogreffes.

Toutefois, une réponse en anticorps IgG spécifiques aux cellules BW5147
exprimant mHEL-Hb a été observée au niveau des souris ayant rejeté leur greffe par la
voie indirecte (B6(mHEL-Hb)) suite au transfert adoptif de 10x10° cellules T CD4"
2.102Tg (Figures 7A et 8). De plus, aucune production (non spécifique) contre les
cellules controles BW5147 ou les cellules BW5147 H-2 DP n’a été observée. Il a été
démontré dans des études précédentes que la voie indirecte de présentation joue un rdle
majeur dans la production en alloanticorps suite & des allogreffes de peau (Fangmann e#
al. 1992). De plus, il a été également établi que les cellules T CD4" reconnaissant des
peptides provenant du donneur via la voie indirecte, pouvaient fournir efficacement une
aide pour la production en alloanticorps dans le rejet de greffe de peau chez la souris

(Steele et al. 1996). Cependant, une des observations intéressantes de notre étude est le
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fait qu’aucune production en anticorps IgG spécifiques & H-2 DP n’a été observée chez les
souris TCRaKOK ayant rejeté leur allogreffe de peau par la voie directe (B10.P) (Figures
7B et 8). Par conséquent, malgré des cinétiques de rejet des allogreffes similaires entre la
voie directe et la voie indirecte, la production en alloanticorps IgG spécifiques au donneur
est strictement confinée a la voie alloréactive indirecte. Il y a une absence de réponse en
anticorps dans la voie directe méme si les souris B10.P utilisées pour étudier la voie
directe expriment des molécules de classe Il I-EP? que la cellule T 2.102 reconnait
directement. Tel que mentionné auparavant, la fréquence de précurseurs des cellules T
qui reconnaissent directement des molécules du CMH allogéniques est extrémement
€élevée avec 1 % a 10 % des cellules T périphériques qui répondent & un alloantigéne
particulier. Ainsi, avec une telle fréquence de précurseur, I’absence de réponses en
anticorps IgG par la voie directe peut étonner. Toutefois, les cellules T CD4" ne se
trouvent pas restreintes par les mémes molécules du CMH dans la voie directe et dans la
voie indirecte, ce qui pourrait expliquer possiblement cette différence dans la réponse en

anticorps.

Une explication également possible de cette absence de réponse en IgG au niveau
de la voie directe est une absence d’immunogénicité des antigénes H-2P. Par conséquent,
nous avons généré des souris exprimant les alloantigénes H-2P et mHEL-Hb (souris F1).
Les résultats obtenus démontrent une production en alloanticorps IgG chez les souris
TCRaKOK greffées avec de la peau provenant des souris F1. Cette réponse en anticorps
IgG est spécifique aux alloantigénes des deux voies, c’est-a-dire H-2 D? et mHEL-Hb
(Figure 8). Ces résultats indiquent que 1’absence de production en IgG dans la voie
directe ne résulte pas d’une absence d’immunogénicité des antigénes H-2P. Par
conséquent, il y a une absence de production en alloanticorps par les cellules B
uniquement dans la voie directe. De plus, ces résultats suggérent que la production en
alloanticorps contre des alloantigénes spécifiques via la voie directe requiert une aide des
cellules T CD4" activées par la voie indirecte d’alloreconnaissance. En général, ces
données confirment le réle important des cellules T CD4" activées par la voie indirecte

dans la production en alloanticorps par les cellules B.
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Par ailleurs, il a ét€¢ montré avec des souris hotes déficientes pour les molécules de
classe I du CMH que la stimulation des cellules T CD4" par la voie directe pouvait
engendrer uniquement une production en alloanticorps de type IgM mais pas de réponse
en IgG (Steele ef al. 1996). A notre grande surprise, aucune réponse en anticorps IgM n’a
été détectée 18 jours apres les greffes de peau, et ce peu importe la voie alloréactive
¢tudiée, méme a des dilutions de sérums aussi faible que 1/25 (Figure 8). En fait, les
titres en alloanticorps IgM équivalaient aux titres obtenus lors des greffes de peau
isogéniques (B6.AKR). La littérature a démontré qu’il y a au préalable une production en
anticorps de type IgM par les cellules B du receveur puis une commutation isotypique en
IgG qui requiert la présence des cellules T CD4" (Steele ef al. 1996). Par exemple,
Bishop et al. (1994) ont démontré, en utilisant des souris hotes pour des allogreffes
cardiaques préalablement traitées avec un AcMo anti-CD4 GK1.5, la nécessité des
cellules T CD4" pour la commutation isotypique de IgM a IgG mais pas pour I’induction
des réponses primaires en IgM. Toutefois, ce groupe de chercheurs a également
démontré que les titres en alloanticorps IgM ne pouvaient plus étre détectés 21 jours apres
la transplantation. Par conséquent, il est possible que la présence des anticorps IgM n’est
pas été détectable dans les sérums 18 jours aprés la transplantation au moment ou les
souris ont été sacrifiées. Il serait donc intéressant de saigner les souris TCRaKOK
greffées a différents temps (jour 7 et jour 11) pour voir s’il est possible de détecter une
réponse spécifique en alloanticorps IgM comme attendu, puisque les IgM représentent les
premiers anticorps produits par les cellules B en réponse a des alloantigénes, et voir s’il y

a une production en IgM dans la voie directe tel que mentionné dans la littérature.

La caractérisation de la réponse en alloanticorps IgG a subséquemment été étudiée
en déterminant le profil de distribution des isotypes spécifiques au donneur. Les
différents isotypes IgG produits par les cellules B des souris TCRoOKOK greffées, suite a
un transfert adoptif de 10x10° cellules T CD4", ont été analysés par cytométrie en flux
contre des splénocytes exprimant H-2P ou mHEL-Hb. Les sérums provenant des souris
greffées B10.P (voie directe) ne contiennent pas d’isotypes IgG spécifiques a H-2P, tel
qu’attendu en fonction des résultats précédemment obtenus. Les souris TCRaKOK ayant

rejeté leur allogreffe par la voie indirecte (B6(mHEL-HDb)) produisent des alloisotypes
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spécifiques 8 mHEL-Hb de type IgG1, IgG2a, IgG2b et une faible quantité de IgG3, mais
ne produisent aucun anticorps contre les splénocytes exprimant H-2P. Quant aux souris
TCRaKOK ayant rejeté leur allogreffe de peau par les deux voies alloréactives (F1), ces
derniéres produisent des alloisotypes IgG1, IgG2a et IgG2b spécifiques 4 H-2P et a
mHEL-Hb (Figure 9). Ainsi, aucun patron isotypique distinct ne ressort entre les groupes
de souris produisant des anticorps. Les réponses en anticorps se comparent donc suite a
une alloreconnaissance par la voie indirecte seulement (B6(mHEL-Hb)) ou suite a une

combinaison de la voie alloréactive directe et indirecte (F1).

Il est reconnu chez les souris que I’[FN-y, une cytokine de type Thl, stimule une
production de IgG2a alors que I’IL-4 sécrétée par les cellules Th2 stimule la réponse en
isotype IgG1 (Finkelman et al. 1990 ; Thai et al. 1995). Tel que mentionné
précédemment nos résultats démontrent une production similaire en isotypes IgG
spécifiques @ mHEL-Hb aprés une sensibilisation par les voies directe et indirecte
combinées ou par la voie indirecte seule. Nous aurions pu conclure que les cellules T
CD4" activées par la voie directe se différenciaient vers un phénotype distinct et
modulaient ainsi la différenciation des cellules T CD4" spécifiques & mHEL-Hb, si une
différence dans les isotypes avait été observée entre la voie indirecte et les deux voies
ensembles. Par contre, compte tenu des résultats obtenus il est alors possible de spéculer
que dans notre modele murin, il ne semble pas y avoir de tendance en ce qui concerne la
différenciation en réponses Thl et Th2 entre les deux voies. Effectivement, les patrons
isotypiques sont comparables suite a une sensibilisation par la voie directe et par la voie

indirecte.

Par ailleurs, il est possible que I’absence de réponse humorale dans les souris
greffées avec de la peau B10.P (voie directe) puisse résulter du nombre limitant de
cellules T CD4", alors que les réponses spécifiques 3 mHEL-Hb (voie indirecte)
nécessiteraient un moins grand nombre de cellules effectrices. Par conséquent, nous
avons testé si le transfert adoptif de différentes quantités de cellules T CD4" provenant
de souris 2.102Tg pouvait affecter la cinétique de rejet et la production en alloanticorps.

Or, les expériences effectuées avec un nombre variable de cellules effectrices ont révélé
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une absence de rejet aigu des allogreffes de peau aprés un transfert adoptif de 2,5x10°
cellules T CD4" (Tableau I). Néanmoins, ces souris ont produit des titres en anticorps
équivalents A ceux détectés dans les sérums des souris injectées avec 10x10® ou 15x10°
cellules T CD4" (Figure 10). Il n’y a pas de différence significative entre les réponses en
IgG suite a un transfert adoptif de 2,5x10° cellules T CD4", malgré une absence de rejet

aigu des allogreffes 45 jours apres la transplantation.

Nous avons observé, dans les souris TCRaKOK injectées avec 2,5x10° cellules T
CD4", une production d’anticorps dans la voie indirecte. Ainsi, aucune corrélation
évidente n’a pu étre tirée entre les titres des alloanticorps présents dans les sérums et le
temps moyen de survie des allogreffes de peau. Ces résultats suggérent donc que les
mécanismes effecteurs de la réponse humorale ne semblent pas jouer un réle primaire
dans les processus de rejet des allogreffes de peau. Enfin, ces données confirment le
faible réle joué par les anticorps dans le rejet des allogreffes de peau (Hall 1991 ; Zijlstra
et al. 1992 ; MacEachern et al. 1998). Effectivement, il a été démontré chez des souris
SCID greffées avec de la peau provenant de souris CMH™, suite a un transfert adoptif de
cellules T CD4" IFN™, une absence d’immunoglobulines dans les sérums. Cette absence
de réponse en anticorps permet d’éliminer le r6le des alloanticorps dans le rejet de greffe

(Valujskikh et Heeger 2000).

Les réponses en anticorps IgG étaient similaires entre la voie directe et la voie
indirecte chez les souris greffées avec de la peau F1, suite au transfert adoptif d’un
nombre variable de cellules effectrices. En fait, il n’existe aucune variation dans les titres
en anticorps suite au transfert adoptif de 2,5x10%, 10x10° et 15x10° cellules T CD4*. Ces
résultats indiquent également que la quantité de cellules T CD4" transférées ne semble
pas €tre un facteur limitant pour permettre 1’activation des cellules B de la souris
receveuse. Les titres en anticorps (IgG et IgM) ne varient également pas entre les souris
greffées avec de la peau B10.A(4R)mHEL-Hb (voie indirecte) ou avec de la peau F1
(deux voies ensembles). De plus, il n’y a pas de variation dans la production en
alloisotypes 1gG (IgG1, IgG2a, IgG2b et IgG3) en fonction de la quantité de cellules

transférées ou selon le type de peau greffée (Figure 15 - annexe). Il n’y a toujours pas de
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réponse en anticorps au niveau de la voie directe suite a une injection de 15x10° cellules
T CD4", indiquant que la quantité de cellules effectrices ne semblent pas étre un facteur

limitant dans les réponses spécifiques a H-2P.

En conséquence, cette absence de production en alloanticorps dans la voie directe
suggére une absence d’activation des cellules B par les cellules T CD4" dans cette voie
d’alloréactivité. Les résultats obtenus peuvent supporter I’hypothése suivante ou une
activation des cellules T dans les organes lymphoides secondaires serait déficiente ou
sous-optimale dans le contexte de la voie directe d’alloréactivité. Effectivement, des
résultats obtenus dans notre laboratoire avec un modele de greffe de peau utilisant des
souris 2.102Tg RAG-déficientes démontrent une augmentation du nombre total de
cellules dans les ganglions ainsi qu’une production en IFN-y, uniquement chez les souris
ayant rejeté leur allogreffe par la voie indirecte (Karina Bonin — manuscrit en
préparation). Cette expansion clonale et cette différenciation des précurseurs de cellules
T en cellules effectrices seulement dans la voie indirecte permettent de poser ’hypothése
précédemment mentionnée. Une expansion clonale et la différenciation en effecteurs
n’ont pu €tre mises en évidence dans les souris TCRKOK avec transfert adoptif
sacrifiées 18 ou 21 jours apres la transplantation.  Or, il est connu que les réponses
cellulaires surviennent principalement entre les jours 7 et 15. Il serait donc
particuliérement intéressant de vérifier et de comparer les réponses effectrices des cellules
T CD4" chez les souris TCROKOK avec transfert adoptif de cellules effectrices, en
sacrifiant ces souris 7, 11 ou 15 jours aprés la transplantation. Ainsi, la caractérisation
des fonctions effectrices des lymphocytes T CD4" (expansion clonale et production de
cytokines) chez les souris TCRaKOK est essentielle pour appuyer cette hypothése dans le

contexte de la production en alloanticorps par les cellules B.

Les résultats obtenus concernant la production en alloanticorps peuvent également
valider partiellement un modele déja existant établi par Steele e al. (1996), mais cette
fois-ci en se basant sur notre modéle murin de greffe de peau qui utilise une population
clonotypique de cellules T naives. Ce modéle (Figure 16) suggére qu’il y a deux niveaux

d’aide apportée a la cellule B pour la production en alloanticorps. La stimulation de la



FIGURE 16. Interactions cognitive et non cognitive dans notre modéle murin de greffe
de peau : aide apportée par la cellule T CD4" 2.102 pour la production en alloanticorps

spécifiques par les cellules B.
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cellule T par des peptides présentés par la cellule B correspond a une interaction cognitive
car il y a un contact physique entre les deux cellules. Mais, la proximité entre la cellule B
et la cellule T, sans interaction entre le TCR et la molécule du CMH 11 de la cellule B
entraine une interaction non cognitive. En lien avec notre modele de rejet greffe de peau,
la cellule B est stimulée au niveau de la voie indirecte via son immunoglobuline de
surface par H-2° (CMH I) présenté sur une CPA du donneur. La cellule T 2.102,
préalablement activée par une cellule du receveur, va interagir de maniére cognitive via
son TCR avec le peptide Hb(64-76) / I-E* présenté sur la cellule B (interaction
cognitive). Au niveau de la voie directe, la cellule B est stimulée via son
immunoglobuline de surface par les antigenes de classe I (H-2P) ou de classe II exprimés
sur une CPA du donneur. La cellule T 2.102 interagit directement avec la molécule de
classe II I-E” présentée sur cette méme CPA du donneur. Il n'y a donc pas d'interaction
cognitive entre le TCR de la cellule T 2.102 et le CMH II de la cellule B, puisqu’il n’y a
pas dans cette voie de peptide présenté par les cellules B. A la lumiére des résultats
obtenus, une activation de la voie non cognitive (voie directe) ne semble pas suffisante
par elle-méme par amener une réponse en alloanticorps. Sans une activation des cellules
T par la voie indirecte, il y a une absence de réponse en anticorps due a une absence
d’activation des cellules B. Ainsi, la voie directe requiert une aide apportée par les
cellules T CD4" activées par la voie indirecte (interaction cognitive) afin que la cellule B

produisent des alloanticorps.

En ce qui concerne le second objectif de recherche, soit étudier la modulation des
cellules T cytotoxiques CD8" par les cellules T CD4", les résultats obtenus ont été décrits
et discutés dans le Chapitre II de ce document. Briévement, les réponses cytotoxiques des
cellules T CD8" ont été évaluées par un test de cytotoxicité avec relargage de chrome 51.
Une premiére expérience a été effectuée afin de vérifier les réponses cytotoxiques
indépendantes des cellules T CD4" dans le rejet des allogreffes de peau (deux souris par
groupe). Les résultats obtenus suggérent que les cellules T CD4" sont nécessaires pour
induire une activation des cellules T CD8", et du méme coup engendrer les réponses
cytotoxiques ainsi que la lyse des cellules cibles du greffon (Figure 13). La littérature a

démontré que malgré des cellules T CD8" indépendantes des cellules T CD4" (Shelton et
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al. 1992 ; Manning ef al. 1997 ; Deeths et al. 1999), les cellules T cytotoxiques CD8" ne
peuvent pas induire par elles-mémes un rejet des allogreffes (Gurley ef al. 1983 ; Lowry
et Gurley 1983). Il semble que les cellules T CD8" peuvent étre activées par la voie
indirecte, et représentées des composantes de la population alloréactive de cellules T

induites suite a des allogreffes de peau chez la souris (Valujskikh et al. 2001).

Toutefois, il est nécessaire de reprendre cette étude concernant la réponse
cytotoxique des cellules T CD8" indépendantes des cellules T CD4" afin de confirmer les
résultats obtenus avec un plus grand nombre de souris par groupe. La modulation des
réponses cytotoxiques par les cellules T CD4" activées par les voies directe et indirecte a
ensuite €té étudiée dans une seconde expérimentation. Une activité cytotoxique
spécifique a été détectée uniquement pour les souris ayant rejeté leur allogreffe au
moment du prélévement de la rate (jour 14) (Figure 14). A partir de ces résultats, il est
possible de dire que les cellules T CD4" semblent nécessaires pour induire les réponses
cytotoxiques par la voie directe et par la voie indirecte dans le rejet de greffe de peau, du
moins chez les souris TCRoKOK ayant rejeté leur allogreffe au moment du sacrifice.
Néanmoins, il est important de refaire cette expérience en prélevant la rate des souris
TCRoKOK a différents temps pour observer si les réponses cytotoxiques surviennent
plus tard chez les souris greffées uniquement par la voie directe ou indirecte. Il semble
aussi que la combinaison des deux voies alloréactives améne une plus grande
immunogénicité, puisque seulement les souris greffées F1 ont rejeté leur greffe et

démontré une réponse cytotoxique au jour 14.

En somme, nous avons démontré que la production en alloanticorps dans Ie rejet
de greffe de peau est différente dans les deux voies alloréactives directe et indirecte.
Dans notre modéle expérimental, aucune production en anticorps spécifiques (IgG ou
IgM) n’est observée dans la voie directe. Ces données suggérent que 1’aide apportée par
les cellules T CD4" activées par la voie indirecte est essentielle pour induire une réponse
en anticorps. Cette absence de production en alloanticorps dans la voie directe suggére
également une absence d’activation des cellules B en réponse a des alloantigénes. Il est

possible que I’activation des cellules T dans les organes lymphoides secondaires soit
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déficiente ou sous-optimale dans le contexte de la voie directe d’alloréactivité. Les
résultats obtenus peuvent aussi supporter 1’idée qu’il existe deux niveaux d’aide fournie
par la cellule T CD4" pour une production en alloanticorps par les cellules B, soit par une
interaction non cognitive ou encore par une interaction cognitive. Nous avons démontré
principalement que la voie alloréactive indirecte est essentielle pour la production en
alloanticorps spécifiques. Notre modéle murin de greffe de peau représente un outil
unique pour nous permettre de poursuivre les études sur les fonctions auxilaires remplies
par les lymphocytes T CD4". 1 serait intéressant de caractériser in vivo les interactions
moléculaires ligand-récepteur nécessaires pour la pleine maturation des lymphocytes B en
plasmocytes et ce, a I'aide de molécules possédant des activités agonistes ou antagonistes
comme CD40. Pour ce qui est des résultats obtenus au niveau de la modulation des
réponses cytotoxiques des cellules T CD8, les cellules T CD4" semblent nécessaires pour
amener une réponse cytotoxique et la lyse des cellules cibles du greffon. Etant donné
I’importance de la voie directe dans la reconnaissance des molécules du CMH de classe 1
allogéniques et I’implication de cette voie principalement dans les réponses cytotoxiques,
il est possible d’émettre I’hypothése que la voie directe et la voie indirecte seraient toutes
deux impliquées dans une activation des cellules T CD4" nécessaires pour une induction
des réponses cytotoxiques des cellules T CD8". Il est donc nécessaire de poursuivre Ia
caractérisation de la réponse T auxiliaire responsable de I'activation et de la maturation
des lymphocytes T cytotoxiques CD8". L'importance de la fréquence des précurseurs de
cellules T auxiliaires et la cinétique de maturation de la réponse cytotoxique représentent

également des paramétres intéressants a analyser.

Somme toute, les thérapies immunosuppressives présentement utilisées ne
semblent pas affecter la voie indirecte étant donné que le rejet chronique demeure
problématique. Afin de prévenir le rejet chronique, il est impératif de trouver de
meilleurs médicaments immunosuppresseurs spécifiques possédant, entre autres, une
action au niveau de la voie indirecte. Nos résultats peuvent suggérer une différence au
niveau de certaines fonctions auxiliaires des lymphocytes T CD4" entre les deux voies
alloréactives. Par ailleurs, notre modéle murin de rejet de greffe de peau procure des

avantages importants comparativement aux autres modéles expérimentaux. Un tel
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modele permet une étude des voies alloréactives directe et indirecte avec une population
transgénique de cellules effectrices, quasi clonotypique, ou la diversité du répertoire des
cellules T est limitée. Bref, un tel modele innovateur nous permet de pousser les
connaissances et la compréhension des mécanismes impliqués dans le rejet des
allogreffes, entre autres, au niveau du role des cellules T auxiliaires CD4" dans la
production en alloanticorps et dans la modulation des cellules T cytotoxiques CD8", pour
arriver ultimement au développement de meilleures thérapies immunosuppressives

possédant une action spécifique.
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ANNEXE



FIGURE 15. La production en alloanticorps isotypiques IgG est similaire suite au
transfert adoptif de différentes quantités de cellules T CD4" 2.102Tg. Les sérums des
souris TCRoKOK greffées avec de la peau de queue de souris B10.P (directe),
B10.A(4R)mHEL-Hb (indirecte) ou (B10.PxB6(mHEL-Hb))F1 (directe + indirecte) suite
a un transfert adoptif de (A) 2,5x10° ou (B) 15x10° cellules T CD4", ont été obtenus par
saignée dans le sinus rétro-orbital 21 ou 18 jours post-transplantation, respectivement.
Les sérums de souris individuelle ont été mixés, et des dilutions en série ont été analysées
par cytométrie en flux contre des splénocytes de B10.P ou B10.A(4R)mHEL-Hb en
utilisant des anticorps anti-souris isotypiques IgG de rat conjugués au FITC. Les valeurs
représentent la moyenne des titres en anticorps des mixtes des sérums analysés en

triplicata.
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