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I. INTRODUCTION

Les progrées réalisés au cours des derniéres décennies, tant dans le domaine chirurgical
que dans le développement de nouveaux traitements immunosuppresseurs, ont permis
a la transplantation d’organe d’occuper une place de plus en plus grande dans la
pratique médicale. Si les problemes techniques ne représentent plus
qu’exceptionnellement un obstacle a la réalisation d’une greffe, la malitrise des
phénomenes de rejet demeure par contre une préoccupation essentielle. D’une part, les
traitements immunosuppresseurs actuellement utilisés n’ont pas une efficacité optimale:
on estime que la moitié des patients greffés présentera au moins un épisode de rejet
aigu et que 10% d’entre eux souffriront d’un rejet chronique. D’autre part, ces
traitements sont a I’origine d’effets secondaires importants pouvant Umiter ou contre-
indiquer leur utilisation. Outre leurs effets toxiques propres, ces médicaments sont
responsables d’tme immunosuppression non spécifique affectant notamment les
mécanismes de défense contre les agents infectieux et le développement de tumeurs.
L’ensemble de ces complications, infectieuses et néoplasiques, est la cause principale
de morbidité et de mortalité chez les patients greffés.
Pour ces raisons, le développement de stratégies thérapeutiques permettant d’induire
une tolérance de transplantation, c’est-a-dire la survie prolongée d’une allogreffe en
I’absence de tout traitement immimosuppresseur, représente un intérét majeur.

c
Depuis la premiére démonstration expérimentale de ce phénomeéne chez la souris par
Medawar au début des années 1950, différents modeles de tolérance ont été
développés chez I'animal. Malgré ces travaux, I’induction de tolérance en
transplantation clinique reste hypothétique: seuls quelques cas exceptionnels de
patients conservant un greffon fonaionnel en I’absence d’immunosuppression ont été
rapportés.
L’étude de modéles expérimentaux reste donc nécessaire afin de mieux comprendre les
mécanismes intervenant dans I’induction et le maintien de la tolérance. L’espoir est
d’appliquer ensuite, chez I’homme, les protocoles qui se sont avérés efficaces chez
I’animal.



1. RAPPEL ffISTORIOUE

Au cours de son développement, le systéeme immunitaire apprend a tolérer les antigénes
qui lui sont propres et a réagir vis-a-vis des antigénes qui lui sont étrangers. Cette
propriété fondamentale, la capacité de distinguer le soi et le non-soi, est a I’origine de
I’immunité de transplantation.

La tolérance a I'égard des antigenes du soi est un phénomeéne observé depuis
longtenps. C’est selon ce principe que Tagliacozzi, chirurgien italien du sbdéme siécle,
utilisait des lambeaux mixsculo-cutanés prélevés au niveau du bras pour couvrir des
pertes de substances feciales chez des patients souffrant de séquelles de syphilis. Ces
autogrefifes étaient parfeitement tolérées et permettaient la guérison compléte des
plaies.

Il a fallu par contre attendre le début du vingtieme siécle pour que la réaction de rejet
de grefiFe soit clairement identifiée. Une des premiéres descriptions objectives de ce
phénoméne revient a Holman, chirurgien a I'Hépital John Hopkins, au cours des années
1920. Holman observa que lorsqu'il appliquait des greffes de peau a des patients brilés,
les greffes provenant de donneurs non apparentés étaient rapidement rejetées alors que
les autogreffes étaient tolérées. Holman décrivit également que lorsqu'il réalisait une
seconde greffe provenant d'un méme donneur, elle était rejetée plus rapidement que la
premiére (Holman 1924).

Les chirurgiens anglais soignant les pilotes de la Royal Air Force durant la bataille
d'Angleterre au cours de la seconde guerre mondiale firent des observations similaires.
Les allogreffes de peau utilisées pour le traitement des brllures étaient rapidement le
sieége d'une réaction inflammatoire suivie d'une nécrose et d'un rejet.

C'est a la suite de ces observations cliniques que plusieurs chercheurs, dont Medawatr,
étudiérent des modeéles expérimentaux de greffe de peau chez la souris.

L'ensemble de ces travaux fondamentaux a permis d'établir les bases de I'immunologie
de la transplantation.

Billingham, Brent et Medawar ont démontré que le rejet était une forme d'immunité
spécifique, caractérisée par les phénoménes suivants:

Le rejet d'une greffe de peau dépend des différences génétiques entre le dormeur et le
receveur. Les greffes syngéniques, c'est-a-dire entre sujets génétiquement identiques,
sont tolérées indéfiniment alors que les allogreffes, entre sujets génétiquement
différents, sont rejetées. Le rejet survient d'autant plus rapidement que les disparités

génétiques entre la souris receveuse et la souris donneuse sont iirg>ortantes.



Si une méme souris est greflfée ime seconde fois avec de la peau provenant d'un méme
donneur, le rejet sera accéléré par rapport a celui observé lors de la réaction primaire.
Ce phénomeéne d'immunisation active est spécifique pour les alloantigénes de la souche
donneuse. Cette forme de résistance vis-a-vis d'un alloantigéne particulier peut étre
passivement acquise par une souris si on lui transfere des cellules lymphocytaires
provenant d'une autre souris, préalablement exposée a cet alloantigéne. Dans ce cas
également, le rejet sera accéléré.

Parallelement, Medawar et ses collaborateurs s'intéressérent aux phénomenes de
tolérance immunologique.

Owen avait été a I’origine de ces études en démontrant que certains mammiféres et
certains oiseaux perdent la capacité de réagir vis-a-vis d'antigénes étrangers lorsqu'ils y
sont exposés précocement au cours de leur vie foetale. Par exemple, des veaux
jumeaux dizygotes peuvent étre porteurs a la naissance de globules rouges provenant
de leur fi"ere et exprimant des antigénes différents des leurs. Ces globules rouges,
échangés au cours de la vie foetale par des anastomoses entre les réseaux vasculaires
placentaires, ne sont pas rejetés et persistent de facon prolongée dans la circulation et
les tissus de I'animal receveur, le rendant ainsi chimérique (Owen 1945). Ces mémes
animaux tolérent a long terme une allogreffe de peau provenant de leur fi-eére jumeau
(Anderson 1951).

De facon similaire, chez le poulet, I'injeetion de cellules allogéniques dans la circulation
chorio-allantoidienne au cours de la vie foetale, permet d'induire un état de tolérance

spécifique caractérisé, a I'age adulte, par la survie de greffe de peau (Billingham 1953).

Chez la souris, Billingham, Brent et Medawar ont démontré que l'injection néonatale
de cellules allogéniques induit une tolérance spécifique vis-a-vis des antigénes de la
souche donneuse. La tolérance est caractérisée par I'induction d'un état de chimérisme
et par la survie prolongée de greffes de peau portant les antigeénes du donneur.

Par opposition au phénoméne d’immunisation observé chez les animaux adultes, ces

travaux ont permis d’établir le principe de la tolérance activement acquise durant la
période néonatale (Billingham 1953).

C’est ce modéle d’induction néonatale de tolérance que nous avons étudié.



1.1. Protocole expérimental initial

Le protocole expérimental initialement utilisé par Medawar et ses collaborateurs chez
la souris consistait a injecter, durant la troisieme semaine de grossesse, des foetus de
souche CBA avec des cellules prélévées chez des animaux adultes, de souche A.
L'injection de cellules se feisait par voie intra-péritonéale, a travers la paroi utérine,
apres réalisation d'une laparotomie chez la femelle gravide. Les souris traitées au cours
de la vie foetale étaient greffées a I'Age de huit semaines avec de la peau prélevée chez
une souris adulte, de souche A.

Ce protocole permettait d'induire ime tolérance de transplantation, la majorité des
animaux expérimentaux conservant leur greffe au-dela du cinquantieme jour, comparé
a une survie moyenne de 11 jours chez des animaux témoins.

Une des difficultés inhérentes a I'utilisation de ce protocole était la haute fréquence
d'avortement induit par les injections intra-utérines. Pour cette raison, les auteurs
pratiquérent les injections durant la période néonatale, au cours des 24 premieres
heures de vie. De fecon similaire a celle observée dans le protocole initial,
I'administration par voie intra-veineuse de cellules allogéniques, via la branche orbitaire
de la veine faciale, fecilement accessible chez le souriceau nouveau-né, permettait

d'induire une tolérance de transplantation.

1.2. Caractéristiques Drinicipales de la tolérance

D'une souris a l'autre, au sein d'une méme expérience, il existe une variation dans la
facon dont une greffe de peau donneur-spécifique est tolérée. Dans certains cas, la
survie de la greffe est sin“lement prolongée par rapport a celle observée chez des
animaux témoins, alors que dans d’autres, la greffe est tolérée de fagcon permanente.
Les animaux chez lesquels la greffe persiste au-dela du cinquantiéme jour sont définis
comme hautement tolérants, le rejet ne survenant jamais aprés ce délai. Ces mémes

animaux tolerent a long terme ime deuxieme greffe provenant d'un méme donneur.

La tolérance dans ce modele est spécifique, c’est-a-dire limitée aux alloantigénes du
donneur; les souris tolérantes rejettent normalement une greffe provenant d’une souche
tierce.

Les cellules injectées a la naissance ne sont pas rejetées et persistent chez les animaux
tolérants. Ces animaux deviennent donc chimériques, c'est-a-dire que leurs tissus



contiennent deux populations cellulaires exprimant des antigenes différents, les leurs et
ceux du donneur.

La survie prolongée de greffe de peau et le chimérisme lymphoide sont associés. Les
protocoles expérimentaux ne permettant d’établir une tolérance de transplantation, par
exemple lorsque I'injection de cellules allogéniques est différée par rapport a la
naissance, n’induisent pas de chimérisme.

1.3. Conditions d’induction de la tolérance

Influence de la disparité antigénique entre le donneur et le receveur

Les premieres observations de Medawar ont permis de démontrer qu'il existe une
grande variabilité dans l'induction de la tolérance en fonction des souches de souris.
Les combinaisons qui utilisent des souches génétiguement proches sont généralement
les plus favorables. Ce phénoméne a été largement documenté dans des expériences
ultérieures. Comme nous le verrons dans la suite du travail, en fonction de la disparité
antigénique entre le donneur et le receveur, non seulement I’induction de tolérance
mais également les mécanismes in¢liqués dans la tolérance peuvent varier.

Dans des protocoles comparables, Medawar et ses collaborateurs étudiérent I'induction
de tolérance par l'injection néonatale de cellules xénogéniques, c'est-a-dire provenant
d'animaux d'espéces différentes. Dans ves systéemes également, la tolérance était plus
fecUement induite lorsqu'il s'agissait d'espéces proches, par exencgle poulet et feisan,
gue lorsqu'il s'agissait d'espéeces plus éloignées, par exemple poulet et canard.

Par ailleurs, l'induction de tolérance n'est pas constante si on inverse les souches
receveuse et donneuse; par exemple, 80% des souris A injectées a la naissance avec
des cellules provenant de souris CBA deviennent hautement tolérantes, alors que la

combinaison inverse n'induit que 40% de tolérance a long terme.

Nature et nombre des cellules injectées a la naissance

Le pouvoir tolérogéne des cellules allogéniques injectées a la naissance varie en
fonction de leur nature. Les cellulles spléniques et médullaires ont une efficacité
comparable, supérieure a celle observée lors de I’injection de thymocytes dans les
mémes conditions. Contrairement a I’effet transfusionnel observé chez I’animal adulte,
I'injection de sang durant la période néonatale ne permet généralement pas d'établir une
tolérance.

Pour des raisons de facilité, la plupart des protocoles utilisent uniquement des cellules

spléniques.



Le nombre de cellules injectées a la naissance dans les différents protocoles d'induction
de tolérance varie généralement de 1 & 10x10” cellules. L'injection de 2,5x10” cellules
ne permet pas d'induire une tolérance. Comme nous le verrons plus tard, dans certaines
combinaisons, l'accroissement du nombre de cellules injectées, augmente l'importance
de l'immunopathologie associée a la tolérance dans ce modele.

Voie d'administration

L'injection intra-veineuse s'est avérée étre la voie la plus efficace pour induire de la
tolérance chez le nouveau-né. Utilisant les mémes combinaisons d’animaux et le méme
nombre de cellules, I'administration par voie intra-péritonéale est moins tolérogéne,
alors que l'injection de cellules allogéniques par voie sous-cutanée n’induit pas de
tolérance.

Dans certaines conditions expérimentales, notamment celles nécessitant I'injection d'un
nombre élévé de cellules, I'injection intra-péritonéale sera préférée pour des raisons de
facilité technique.

Moment de l'injection des cellules allogéniques

La souris présente durant son développement trois phases distinctes au cours
desquelles les effets de l'injection de cellules allogéniques seront fondamentalement
différents. Au cours d’ime premiére période s'étendant de la vie foetale jusqu'a la
48éme heure de vie, l'injection de cellules allogéniques va induire un état de tolérance.
Entre le deuxieme et le septiéme jour, s'étend une période neutre; les souris injectées
dans cet intervalle de temps ne vont pas développer de tolérance ni étre sensibilisées
vis-a-vis de l'alloantigéne. Ces animaux ne développent pas de chimérisme et une greffe
de peau spécifique du donneur sera rejetée dans un délai similaire a celui observé chez
des souris naives. Apres cette période, c'est-a-dire, a partir du septieme jour, l'injection
de cellules allogéniques va induire une immunisation active des souris receveuses,

caractérisée par le rejet accéléré d'une greffe de peau provenant de la souche donneuse.

1.4. Pathologie induite par I’iniection néonatale d’alloantigénes

Dans leurs premieres descriptions du modele, Medawar et ses collaborateurs
rapportaient que les souris injectées a la naissance avec des cellules allogéniques
pouvaient développer une pathologie particuliere, caractérisée par un retard de

croissance, de la diarrhée, une hypoplasie des ganglions lymphatiques et une infiltration
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hépatique et rénale. En raison de sa présentation clinique, les auteurs ont baptisé cette
pathologie "runt disease" ou maladie des avortons.

Cette pathologie est causée par une réaction immunologique des cellules du donneur a
I'encontre de leur hote résultant en une maladie du greffon contre I'héte (GVH pour
graft versus host disease). En effet, I'apparition de la maladie est directement
dépendante de la persistance des cellules allogéniques chez I'animal receveur; les souris
che? lesquelles on n'observe pas de chimérisme ne développent pas de pathologie. Par
ailleurs, l'injection néonatale de cellules allogéniques foetales, immatures, permet
d'induire de la tolérance mais ne provoque pas de GVH. Enfin, I'injection néonatale de
cellules allogéniques provenant d'animaux préalablement immunisés contre la souche

receveuse accroit la sévérité de la maladie.

Ces considérations ont conduit les auteurs a injecter des cellules semi-allogéniques,
c'est-a-dire provenant d'un animal hybride de premiére génération dont une des souches
parentales est identique a celle du receveur, par exengle des souris de souche A
recevant a la naissance des cellules provenant d'un animal FI(AxB). Dans ce cas, les
cellules injectées sont incapables de réagir vis-a-vis du receveur puisqu'elles partagent
les mémes antigenes.

Ainsi, des souriceaux nouveau-nés A injectés avec des cellules spléniques semi-
allogéniques provenant d'un animal FI(AxB), présentent tme tolérance spécifique vis-a-
vis de la souche B sans développer de maladie GVH.

Toutefois, I’injection de cellules semi-allogéniques peut induire une forme différente de
pathologie caractérisée notamment par une hyperplasie des ganglions lymphatiques et
une splénomégalie. L’intensité de la pathologie dépend du nombre de cellules injectées
et des disparités antigéniques entre les souches receveuse et donneuse.

Comme nous le détaillerons dans la suite du travail, ces manifestations pathologiques
sont dues & une réaction des cellules de I'héte contre celles du donneur (HVG pour
host- versus-graft disease).
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2. CARACTERISTIQUES DES LYMPHOCYTES T ALLOREACTIFS

2.1. Activation des lymphocytes T alloréactifs

En dehors de situations particuliéres dans lesquelles il existe des anticorps préformés
chez des sujets sensibilisés, le rejet aigu d’allogreffe dépend essentiellement de la
cytotoxicité cellulaire et de réactions inflammatoires locales. Les lymphocytes T jouent
un role central dans ces deux mécanismes; les lymphocytes T CD8+ sont responsables
de la cytotoxicité cellulaire alors que les lymphocytes T CD4+ secrétent des cytokines

qui vont permettre le recrutement et I’activation des cellules inflammatoires.

Pour que les lymphocytes T soient activés, il faut que les antigénes leur soient
présentés sous forme de peptides associés aux molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH). La structure tridimensionnelle des molécules du CMH
détermine des sillons au sein desquels sont capables de se loger une série de peptides.
C’est cette association particuliere, peptide-CMH, que va reconn”re le récepteur des
lymphocytes T. Les génes du CMH sont trés polymorphes. Le polymorphisme
s’exprime au niveau des acides aminés formant les sillons liant les peptides; de cette
maniére, I’individu et I’espéce augmentent la diversité des antigenes auxquels ils sont
capables de réagir.

Il existe deux classes de molécules du CMH, les molécules de classe |, présentes sur
toutes les cellules nucléées de l'organisme et les molécules de classe Il, présentes
essentiellement sur les lymphocytes B, les macrophages et les cellules dendritiques.

Les peptides associés aux molécules de classe | sont reconnus par les lynphocytes T
CD8+, alors que ceux associés aux molécules de classe Il sont reconnus par les
lyng)hocytes T CD4+.

C’est au cours de la maturation thymique que les lymphocytes T acquiérent leur
réactivité spécifiqgue. Les lymphocytes T sont éduqués d’une part a ne reconnaitre un
peptide étranger que lorsqu’il est présenté en association avec une molécule du CMH
du soi, et d’autre part, a ne pas réagir vis-a-vis d’antigénes du soi. Cette éducation se
feit selon un phénomene de double sélection, une sélection positive ne retenant que les
lymphocytes T ayant une afiBnité pour les molécules du CMH du soi, et une sélection
négative éliminant les cellules autoréactives. Au sortir du thymus, il ne persiste donc
pratiguement que des lymphocytes T sélectionnés pour reconnaitre un peptide étranger
en association avec une molécule du CMH du soi.
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La capacité de nos lymphocytes a reconnaitre des alloantigénes est due a une réaction
croisée, la structure tridimensionnelle du CMH allogénique, associé ou non a un
peptide, mimant la configuration du CMH du soi associé a un peptide étranger (CMH
du soi + peptide étranger X = CMH allogénique associé ou non a un peptide Y). Cette
voie d’activation, définie comme la reconnaissance directe des alloantigeénes, joue un
réle prédominant dans le rejet d’allogreffe.

Les réactions allogéniques se différencient des réactions antigéniques classiques par
leur intensité beaucoup plus forte. L’airclification de la réponse allogénique est liée a
I’accroissement du recrutement lymphocytaire lors de la reconnaissance directe. En
effet, alors qu’environ 1 lymphocyte/10* ou 10" est activé lors d’une réaction
antigénique simple, 1 a 10% du répertoire des lymphocytes T peuvent participer a une
réaction allogénique.

La fi'équence élevée des lymphocytes alloréactife peut étre expliquée par différents
mécanismes. D’une part, au sein d’'un méme molécule du CMH allogénique, différents
épitopes peuvent étre reconnus directement par différents lymphocytes T. D’autre part,
une molécule du CMH allogénique peut étre reconnue par un lymphocyte T en
association avec un peptide. Ce peptide peut étre un peptide étranger ou un peptide du
sol Selon ce dernier mécanisme, la présentation par une molécule du CMH allogénique
est capable de restaurer I'immunogénicité d’un grand nombre de peptides endogénes.
Chacune de ces associations est reconnue spécifiquement par un lymphocyte T
différent.

Enfin, il faut noter que les lymphocytes T peuvent aussi reconnaitre un peptide
provenant du CMH allogénique de classe | ou de classe Il, en association avec une
molécule du CMH du sol de classe Il principalement. Ce phénoméne est appelé la
reconnaissance indirecte des alloantigénes, par opposition a la reconnaissance directe
décrite plus haut. Le grand nombre de peptides différents pouvant étre générés au
départ du CMH allogénique contribue a I’an”ification de cette réponse.

Les deux sous-classes de lymphocytes T, CD4+ et CD8+ présentent des fonctions
distinctes. C'est au cours de la maturation thymique que les cellules CD8+ et CD4+ se
différencient a partir d’un précurseur commun (Bendelac 1991).

Les lymphocytes CD8+ ou lymphocytes T cytotoxiques (CTL) reconnaissent des
antigénes synthétisés dans les cellules et secondairement exprimés en association avec
les molécules du CMH de classe I. Ces cellules interviennent dans les réactions contre
les virus, les pathogénes intracellulaires ou le rejet d’allogreffe.
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La prolifération clonale et I'activation des lymphocytes CD8+ dépend de cytokines
sécrétées par les lymphocytes CD4+, principalement I'IL-2 et I'lFN-y. Les cellules
CD8+ sont capables de sécréter elles-mémes de I'lFN-y.

Les lymphocytes CD4+ ou lymphocytes auxiliaires exercent la plupart de leurs
fonctions en sécrétant des cytokines. Pour que les cellules CD4+ soient activées, il faut
que l'antigéne leur soit présenté par des cellules spécialisées ou cellules présentatrices
d'antigénes (CPA). Les CPA sont essentiellement les cellules dendritiques, les
macrophages et les lymphocytes B.

L'activation des lymphocytes CD4+ naife par les CPA se fait en deux étapes.
Premiérement, le récepteur T reconnait un peptide présenté par la CPA en association
avec une molécule du CMH de classe IL Cette étape correspond a l'engagement du
récepteur. Ensuite, la CPA fournit un signal co-stimulateur au lymphocyte T. Ces
signaux secondaires peuvent étre des cytokines ou dépendre de l'interaction entre des
molécules accessoires présentes sur le lymphocyte et des ligands spécifiques présents
sur la CPA. Parmi ces mécanismes, l'interaction entre les récepteurs lymphocytaires
CD28 et les molécules B7, constitue une voie d'activation particulierement efiBcace.
Lorsque le récepteur T est engagé en l'absence de signal secondaire, le lymphocyte
devient anergique, c'est-a-dire résistant a l'activatioa

Ce sont les cellules dendritiques qui sont les CPA les plus puissantes de I'organisme.
Ces cellules, distribuées dans pratiquement tous les tissus, présentent constitutivement
un niveau d'expression élevé de molécules de classe Il. Dans le cas d'une allogreffe
cutanée, ce sont les cellules de Langerhans, cellules dendritiques de la peau, quijouent
le rble de CPA. L'immunogénicité de la greffe et la vitesse du rejet sont directement
corrélés avec la densité de cellules de Langerhans (Sena 1976). Le rejet est initié par la
migration des cellules de Langerhans de la peau jusqu'aux ganglions lynqgihatiques de
I'animal receveur ou elles vont étre reconnues par les lymphocytes T alloréactifs. Ainsi,
la déconnection lymphatique du site receveur permet de retarder le rejet d'une greffe de
peau (Barker 1968).

La distinction des fonctions des lymphocytes CD8+ et CD4+ n'est pas absolue; dans
certaines conditions les lymphocytes CD8+ peuvent sécréter des cytokines (Mottram
1995) et dans d'autres, les lymphocytes CD4+ sont capables d'une activité cytotoxique
(Golding 1985 et Widmer 1981). La coopération entre les fonctions auxiliaire et
cytotoxique, qu'elles soient assurées par des populations cellulaires distinctes ou non,
est indispensable pour que le rejet d'une allogreffe de peau puisse se feire (Rosenberg
1992).
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Le rble relatif des lymphocytes CD8+ et CD4+ dans le rejet d'une greffe de peau
dépend de la disparité antigénique entre le donneur et le receveur.

Lorsqu' il existe une disparité des antigenes du CMH de classe | uniqguement, le rejet
dépend des lymphocytes CD8+ (Rosenberg 1986).

Par contre, en cas de disparité d'antigenes de classe 11, le rejet est médié par les cellules
CD4+. Dans ces combinaisons, les seules cellules exprimant constitutivement les
alloantigenes de classe Il au niveau de la peau sont les cellules de Langerhans. Cette
population représente moins de 5% des cellules cutanées et est insuffisante pour initier
le rejet de I'ensemble de la greffe. La sécrétion dIFN-y par les cellules CD4+ va induire
I'expression d'antigénes de classe Il a la surfece des kératinocytes et permettre le rejet
(Dallman 1983, Rosenberg 1989). La neutralisation de IIPN-y retarde le rejet en cas
d'incompatibilité d'antigénes de classe 11, alors qu'elle n'a pas d'efifet en cas de disparité
d'antigéenes de classe | (Rosenberg 1990).

Lorsque l'allogreffe présente une disparité portant sur les antigenes de classe | et I, les

lymphocytes CD4+ et CD8+ interviennent conjointement dans le rejet.

2.2. Lymphocytes THI et TH2

Lors d'une stimulation antigénique prolongée ou répétée, les lymphocytes CD4+
peuvent se différencier en deux sous-populations, les lymphocytes THI et TH2. Il
s’agit de cellules effectrices spécialisées, correspondant au dernier stade de
différenciation des lymphocytes CD4+. L'analyse de clones cellulaires chez la souris a
permis de différencier ces deux sous-populations en fonction des cytokines qu'elles
produisent (Mosmann 1986); les lymphocytes THI sécrétent de I'lFN-y et de L'IL-2,
les lymphocytes TH2 de HL-4, de HL-5, de 11L-6, de 11L-10, de I'lL-13.

Les propriétés fondamentales des principales cytokines sécrétées par les cellules THI
et TH2 sont les suivantes:

L’IL-2 est un fecteur de croissance essentiel des lymphocytes T. Elle stimule la
prolifération des lynchocytes THI et TH2 et celle des lymphocytes CD8+
cytotoxiques. L’IL-2 favorise également la prolifération et la production
d’immunoglobulines par les lymphocytes B.

L’IFN-y est un activateur puissant des macrophages. 11 stimule leur activité
cytotoxique, I’expression de molécule de classe Il et de molécules d’adhérence a leur
surface ainsi que leur sécrétion d’IL-1 et de TNF. L’IFN-y stimule également la
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production d’lgG2a par les lymphocytes B et antagonise les effets de I'lL-4 sur ces
cellules.

L'IL-4 agit principalement en activant les lymphocytes B. Elle augmente I’expression
de molécules de classe Il a leur surface et est a I'origine de la commutation de la
synthése d’immunoglobulines vers les isotypes IgGl et IgE. Par ailleurs, I'lL-4 peut
également influencer I'activité cytotoxique des lymphocytes CD8+. Nous reviendrons
sur ce point particulier dans la suite du travail.

L’IL-5 et I'lL-6 agissent également comme fecteurs de croissance des lymphocytes B.
L’IL-5 induit préférentiellement la sécrétion d’IgA chez la souris. En outre, elle stimule
la différenciation et la prolifération des cellules éosinophiles. L’IL-6 favorise la
production d’IgGl, d’IgE et d’IgA en synergie avec riL-4 et I’'IL-5.

L’IL-10 agit comme une cytokine suppressive. Son action s’exerce par I’intermédiaire
des macrophages dont elle inhibe les fonctions de présentation d’antigénes et de co-
stimulatioa De cette maniére, I'lL-IO contrble certaines fonctions effectrices des
lymphocytes T, des cellules tueuses naturelles (cellules NK) et des macrophages eux-
mémes. L’IL-10 inhibe notamment la production de cytokines inflammatoires telles que
I'IL-1 et le TNF par les macrophages. Par ailleurs, I'lL-10 peut intervenir comme
fecteur de croissance des thymocytes et des mastocytes. Enfin, I'lL-10 stimule les
lymphocytes B; chez la souris, I'lL-10 augmente I’expression des antigénes de classe 1
a la surfece des lymphocytes B non activés; chez I'homme, elle stimule leur
prolifération et induit la production d’immunoglobulines IgM, 1gG et IgA.

L’IL-10 n’est pas une cytokine spécifique des lymphocytes TH2, elle peut également
étre produite par des monocytes et dans certaines conditions, chez I’homme, par des
clones de cellules de type THI.

L’IL-13 partage plusieurs propriétés avec riL-4. En particulier, I'lL-13 active les
lynchocytes B; elle fiivorise leur prolifération, augmente I’expression de molécules de
classe Il a leur surface et induit la sécrétion préférentielle d’IgE et d’lgG4. Il s’agit
d’effets propres, indépendants de la présence d’IL-4. Il faut noter que ces effets ont été
décrits in vitro chez I’homme. En outre, comme I’IL-10, I’IL-13 agit également comme
fecteur désactivateur des macrophages dont elle diminue les fonctions inflammatoires
et cytotoxiques. L’IL-13 inhibe notamment la sécrétion macrophagique de cytokines
inflammatoires telles que I'lL-1, le TNF et I'lL-6. L’IL-13 peut également diminuer la
sécrétion d’IL-12 par les macrophages activés et, de cette fagcon, comme nous le

verrons dans la suite du travail, favoriser la différenciation des lymphocytes TH2. Cet
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effet n’est pas retrouvé lorsque les macrophages sont pré-incubés avec de I'lL-13.
Enfin, contrairement a I'lL-10, I’'lL-13 accroit I’expression des antigénes de classe Il a
la surface des macrophages et augmente leur pouvoir de présentation d’antigenes.

Ces différentes cytokines rendent compte des propriétés fonctionnelles respectives des
lymphocytes THI et TH2. Les lymphocytes THI interviennent essentiellement dans les
réactions immunes a médiation cellulaire comme les réactions d'hypersensibilité
retodée, le rejet d'allogreffe ou la défense contre les organismes pathogénes
intracellulaires. Les lymphocytes TH2 sont impliqués dans les réactions médiées par les
anticorps, comme les réactions allergiques, certaines pathologies auto-immunes
systémiques ou la lutte contre les pathogenes extracellulaires.

D'autres phénotypes de lymphocytes CD4+, caractérisés par des profils de cytokines
différents, ont été mis en évidence: les lymphocytes TH précurseurs (pTH) et les
lymphocytes THO (Svvain 1991).

Les cellules pTH correspondent aux lymphocytes T naife et sécretent essentiellement
de I'lL-2, et éventuellement de faibles quantités dIL-4 et d'IFN-y (Weinberg 1990).
Chez la souris, cette population disparait aprés thymectomie (Swain 1990 a). En
fonction de I’environnement dans lequel il est stimulé, un méme pTH peut se
différencier soit en THI, soit en TH2 (Rocken 1991).

Différentes observations, tant chez la souris (Firestein 1989, Street 1990) que chez
I'hnomme (Paliard 1988), ont permis de démontrer qu'il existait des clones cellulaires
produisant a la fois de IIPN-y, de I'lL-2 et de I'lL-4, correspondant au phénotype THO.
Cette population celluUaire pourrait constituer un stade intermédiaire lors de la
différenciation des pTH en THI ou TH2 (Kamogawa 1993).

Facteurs influencant la différenciation des lymphocytes THI et TH2

Plusieurs fecteurs tels que les cytokines, le type de cellules présentatrices d'antigéne et
la concentration de l'antigéne influencent la différenciation des lymphocytes CD4+ en
cellules THI ou TH2.

In vitro, l'importance relative de ces différents mécanismes a été étudiée soit en
utilisant des cellules stimulées de facon polyclonale, soit en utilisant des souris
transgéniques exprimant dé fecon constitutive un récepteur T reconnaissant
spécifiguement un antigéne de classe Il déterminé. Ce dernier modeéle, plus proche des
conditions physiologiques, permet d'étudier la réactivité des lyrrchocytes T dans un
contexte allospécifique.
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In vivo, ces études ont été menées principalement dans des pathologies telles que la
Leishmaniose, dans lesquelles il existe une polarit¢é bien établie de la réponse
lymphocytaire. Selon les souches, les souris vont soit développer une réponse de type
THI leur conférant une résistance natmelle, soit une réponse de type TH2 les
sensibilisant a I'infection. L'administration de cytokines recombinantes exogenes ou la
neutralisation des cytokines endogénes permet d'étudier leur influence sur chaque type
de réponse.

Les cytokines exercent leurs actions a différents niveaux; I'lL-4 et I'IL-12
conditionnent de Eicon prépondérante la différenciation des pTH en THI ou TH2
respectivement, alors que I'IL-10 et I'lFN-y interviennent surtout dans la modulation

de réponses THI ou TH2 déja constituées.

La présence d'IL-4 est nécessaire pour que des cellules naives puissent se différencier
en TH2 lors de stimulation polyclonale (Swain 1990 b), ou en réponse a une
stimulation antigénique (Hsieh 1992, Seder 1992). Pour que I'lL-4 puisse agir, il faut
qu’elle soit présente précocement. Cette action semble dépendre d'un second signal, en
effet, nL-4 n'induh la différenciation des TH2 qu’en présence de CPA ou dIL-2 dans
le milieu (Seder 1994, Wu 1994). Réciproquement, HL-4 inhibe directement la
différenciation des cellules THI (Tanaka 1993, Seder 1994). L’IL-4 peut inhiber la
production d’IL-2 et d’IFN-y ainsi que I’expression de I’'IL-2-récepteur par des
lymphocytes T (Peleman 1989, Martinez 1990, Gaya 1991).

In vivo, dans des modeéles de Leishmaniose ou d'infection & Candida, la neutralisation
de lIL-4 au moment de la stimulation antigénique permet d'induire une réponse de type
THI, associée dans ces conditions a la guérison de I'infection (Romani 1992, Heinzel
1989). Inversément, l'administration d'IL-4 peut induire la différenciation de
lymphocytes de type TH2 et sensibiliser des souris naturellement résistantes au parasite
(Chételain 1992).

LTL-IO agit principalement en inhibant la prolifération et la production de cytokines de
lymphocytes THI déja différenciés, lorsque ceux-ci sont activés par des cellules
macrophagiques (Fiorentino 1991 a et b). Cette action est liée a ime diminution de
I'expression des molécules de classe Il et des molécules B7/BB1 & la surface des
macrophages (Moore 1993,-Ding 1993). Par ailleurs, HL-IO peut indirectement
favoriser la différenciation des Ilymphocytes TH2, notamment en augmentant
I'expression des molécules de classe Il et donc le pouvoir de CPA des lyn¢c>hocytes B,
activateurs préférentiels des TH2 (Go 1990, Fhch 1993). Enfin, HL-10 peut également
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interférer avec la différenciation des cellules THI en inhibant la production d'IL-12 par
les macrophages activés (D'andrea 1993).

Fonctionnellement, IIFN-y inhibe la différenciation et la prolifération des cellules TH2.
Cet effet n’est observé que si la concentration d'IL-4 dans le milieu est basse (Seder
1992, Gajewski 1989). Le rble de IIPN-y dans la différenciation préférentielle des
cellules THI n'est pas définitivement établi; certaines expériences semblent démontrer
que ITEN-y peut induire directement le développement des THI a partir de cellules
naives (Swain 1990 b). Cette observation n'est pas confirmée dans tous les modéles,
d'autres arguments permettant de penser que l'effet de ITFN-y est lié a son effet
inhibiteur du développement des cellules TH2 (Seder 1992, Svetic 1993).

In vivo, le role de ITFN-y est clairement démontré dans le modéle de la Leishmaniose.
La neutralisation de IIFN-y au moment de la stimulation antigénique induit ime
réponse de type TH2 et sensibilise les animaux a l'infection (Belosevic 1989, Chatelain
1992) . Inversément, chez des souris susceptibles, l'administration dIFN-y permet
d'induire la différenciation des lynchocytes THI et d'assurer tme protection contre la
maladie (Scott 1991).

LUL-12 est tme cytokine d'origine macrophagique qui induit la production dIFN-y par
les lymphocytes T et les cellules NK (Kobayashi 1989, Wolf 1991, Chan 1991). Des
modéles utilisant des cellules provenant de souris transgénigues ont permis de
démontrer que HL-12 fevorisah directement la différenciation des cellules THI,
indépendamment de I'lFN-y (Hsieh 1993 a, Seder 1993). In vivo dans le modele de la
Leishmaniose, I'administration dIL-12 au moment de l'infection permet d'induire une
réponse de type THI et de protéger des souris naturellement susceptibles (Heinzel
1993) .

L'IL-2 stimule la prolifération des THI et des TH2 mais n’influence pas directement
leur différenciation. Pour que des cellules naives puissent se différencier en TH2, il feut
qu'il y ait de ITL-2 présente (Powers 1988, Legros 1990). Le rble de lIL-2 dans le
développement des cellules THI a été moins bien établi; il semble néamoins que sa
présence soit requise pour que I'lL-12 puisse induire la différenciation des THI (Seder
J. Exp. Med. 1994-95 a rechercher).

Comme nous I'avons vu, I'lL-4 et I'IL-12 interviennent de fecon déterminante dans la
différenciation des THI et des TH2. L’orientation de la réponse immune dépendra
donc de cellules capables de sécréter précocement ces cytokines lors de I’initiation de
la réaction antigénique.
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Les macrophages peuvent sécréter rapidement de I'IlL-12 lorsqu'il sont activés, par
exencle par un pathogeéne intracellulaire. Outre son action directe, IIL-12 va fevoriser
la dififérenciation des THI en stimulant la production d'IFN-y par les cellules NK.

Les cellules responsables de la production précoce dIL-4 ne sont pas connues avec
certitude. Ce réle pourrait dépendre de lymphocytes T particuliers, exprimant les
antigénes de surEice NKI.I, et capables de produire de riL-4 en stimulation primaire.
En effet, ce sont les cellules NK 1.1+ qui sont responsables de la production de taux
élevés d’'IL-4 lors de la stimulation de thymocytes matm-es ou de lymphocytes T
périphériqgues ayant récemment émigré a partir du thymus (Bendelac 1992, Arase
1993). C’est également la fraction NKI.1+ des lymphocytes T qui est a I’origine de la
production précoce d’IL-4 lors de I’administration d’anticorps anti-CD3 in vivo
(Flamand 1990, Yoshimoto 1994).

Les mastocytes sont également capables de sécréter de nL-4 lorsqu'ils fixent par leur
récepteur Fc des IgE ayant agrégé I'antigéne. A ce titre, on peut constater que
I’immunisation par voie muqueuse est souvent associée a une réponse de type TH2.
Lors d’une réponse secondaire, certains lynchocytes CD4+ de mémoire peuvent
sécréter sufBsamment d’IL-4 pour induire la différenciation de lymphocytes TH2
(GoUob 1994).

La nature des CPA peut également influencer la différenciation des cellules THI et
TH2. Les lyn~*hocytes B frivorisent(le développement des TH2, alors que les
macrophages et les cellules dendritiques induisent plutdt la prolifération des THI
(Fhch 1993). Par ailleurs, les CPA peuvent exercer une influence en fonction des
sighaux co-stimulateurs gu'ils fournissent aux lymphocytes T. L'interaction CD28-B7
semble induire préférentiellement les réponses de type THI (Fraser 1991, Sayegh
1995). cf. différences B7-1 et B7-2.

Enfin, au sein d'une méme souche de souris, un méme antigéne peut induire la
différenciation de THI ou TH2 en fonction de sa concentration. Différents travaux,
utilisant un antigéne provenant de la salmonelle (Parish 1972) ou dans le modeéle de la
Leishmaniose (Bretscher 1992), ont montré que l'immunisation par des faibles doses
d'antigene induisait une réaction de type THI, alors que l'exposition a des doses
élevées lors de la stimulation primaire fiivorisait une réponse de type TH2. Confirmant
ces observations, des études récentes ont démontré que la stimulation antigénique
continue ou répétée de lymphocytes CD4+ naife pouvait induire la sécrétion de taux
suffisants d’IL-4 pour fevoriser la différenciation de lymphocytes TH2 (Croft 1995).
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Les facteurs intevenant dans la difiFérenciation des lymphocytes THI et TH2 sont

résumés dans la Figure 1.



Figure 1.
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Implication de lymphocytes THI et TH2 dans le rejet d'allogreffe

L'implication des lymphocytes THI dans le rejet est bien établie. La présence de
cellules de phénotype THI au sein d'allogreflifes en cours du rejet a été démontrée dans
de nombreuses situations expérimentales et cliniques, notamment lors de greffes
ctirdiaques ou hépatiques chez la souris (Dallman 1992, Thai 1995) et dans des
greffons rénaux chez I'homme (Benvenuto 1991). Parallélement, I'utilisation d'anticorps
monoclonaux neutralisant les cytokines produites par les lymphocytes THI, I'lFN-y ou
I'lL-2, permet de prévenir ou de retarder le rejet d'allogreffe cardiaque ou de peau chez
la souris (Kirkman 1985, Rosenberg 1990). Les lymphocytes THI interviennent
également dans d’autres réactions inflammatoires a médiation cellulaire; en patrticulier,
des clones de cellules THI sont capables de médier des réactions d'hypersensibilité
retardée (Cher 1987, Millier 1993).

L'BFN-y est un médiateur essentiel de l'action des cellules THI dans le rejet
d'allogreffe. D'une part, il active des mécanismes spécifigues en stimulant la
différenciation et la prolifération des lymphocytes CD8+ alloréactife. D'autre part, il
fevorise des réactions inflammatoires non spécifiqgues, notamment par son action sur
les macrophages décrite précédemment, mais aussi en augmentant l'expression de
molécules d'adhérence, en particulier de IICAM-I, a la surfece des -cellules
endothéliales (Dustin 1986). L'IFN-y augmente également I'expression des molécules
du CMH de classe 1l a la surfece de cellules n'en possédant pas a I'état normal, ce qui
contribue a entretenir et amplifier la réaction allogénique (Rosenberg 1989). Enfin,
IIFN-y stimule la sécrétion par les lymphocytes B d'immunoglobulines d'isotype 1gG2a
qui participent a la cytotoxicité a médiation cellulaire ("ADCC", pour antibody-
dependent cell-mediated cytotoxichy) (Finkelman 1990).

L'IL-2 favorise également le rejet d'allogreffe en stimulant de fagon autocrine la
prolifération des lyngihocytes THI et en activant les lymphocytes CD8+
allospécifiqgues. Le rdle de I'IL-2 est illustré dans certains modeles d'induction de
tolérance de transplantation dans lesquels I'administration dIL-2 recombinante rétablit
la réaction de rejet (Dallman 1991a).

Dans de nombreux modéles expérimentaux, l'induction de tolérance de transplantation
est associée a une différenciation préférentielle des lymphocytes TH2 et a une
inhibition sélective des cellules THI (Dalmann 1992, Takeuchi 1992, Gorczynski
1994a, Mottram 1995, Sayegh 1995, Akalin 1995). Dans les protocoles particuliers

d’immunisation par voie orale ou intra-portale, l'induction de tolérance peut étre
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prévenue par I'administration d'anticorps neutralisant I'lL-4 (Burstein 1993) ou I'IL-10
(Gorczynski 1994b). De facon inconstante, l'administration directe de cytokines
recombinantes de type TH2 peut favoriser la survie d'allogrefiFe; I'administration dIL-4
peut prolonger la survie de grefifes cardiaques chez la souris (Dallman 1994) et le rat
(Papp 1993, Levy 1995). L'IL-10, a certaines concentrations et en association avec un
anticorps anti-CD3, peut avoir une action similaire (Konieczny 1994).

D'autres conditions expérimentales démontrent cependant que les lymphocytes TH2 et
les cytokmes qu'ils sécrétent peuvent étre associés au rejet d'allogreffe ou a des
mécanismes y contribuant. En transplantation rénale, certaines équipes ont décrit une
corrélation positive entre le rejet et I'expression de I'ARN messager codant pour 11L-10
(Xu 1995). Chez la souris, on peut également observer une accumulation des ARN
messagers codant pour I'lL-4 dans des allogreffes en cours de rejet (Dallman 1991b,
Wang 1991). Enfin, des clones de cellules TH2 sont capables de médier une réaction
d'hypersensibilité retardée (Miller 1993) ou de sécréter des enzymes cytolytiques
comme la perforine (Lancki 1991).

Les effets contradictoires des cellules TH2 dans le rejet peuvent étre, en partie,
dépendants de l'action de I'lL-4. En effet, en fonction des conditions, I'lL-4 peut
moduler de fecon opposée l'activité des cellules cytotoxiques. Lorsqu'elle est présente
a I’initiation de la réponse allogénique, I'lL-4 inhibe la différenciation et la prolifération
des cellules cytotoxiques, lymphocytes T (CTL) et cellules LAK (lymphokine activated
killer cell), induite par nL-2 (Widmer 1987a). LIL-4 peut également induire la
transformation des cellules CD8+ en cellules CD4-CD8-, dépourvues d'activité
cytolytique et sécrétant des cytokines de type TH2 (Erard 1993). Par contre,
lorsqu'elle intervient plus tardivement, I'lL-4 stimule la différenciation et la prolifération
des CTL allospécifiques (Widmer 1987a, 1987b). 11 s'agit d'un effet direct sur les
cellules CD8+, indépendant de I'IL-2. LIL-4 peut également moduler de facon
sélective l'activité d'enzymes cytotoxiques présents dans les lymphocytes CD8+. L'IL-4
est capable d'inhiber I'expression de I'ARN messager codant pour la perforine (Erard
1993), alors que dans les conditions ou elle stimule la cytotoxicité, elle augmente
I'expression de la sérine-estérase au sein des CTL (Trenn 1988). L’IL-4 peut également
favoriser le rejet par d’autres mécanismes, notamment en augmentant l'expression de
molécules d'adhésion telles que VCAM-1 (Masinovsky 1990, Schleimer 1992) ou
ICAM-1 sur les cellules endothéliales (Piela Smith 1992).

Enfin, I'lL-4 stimule la production d'immunoglobulines d'isotypes IgE et IgGI qui, a
l'inverse des IgG2a, n'activent pas le complément et ne participent pas a I'ADCC mais

pourraient néanmoins intervenir dans certaines formes de rejet chronique (Chan 1995).
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Comme nous l'avons vu précédemment, I'lL-IO peut intervenir comme cytokine anti-
inflammatoire. Outre son action sur la fonction de présentation d'antigene, HL-10
inhibe la production macrophagique de cytokines inflammatoires, telles que IL-I, IIL-
6, IIL-8, I'lL-12, le TNF et I'oxyde nitrique (de Waal Malefyt 1992, Gazzinelli 1992).
Dans certaines conditions cependant, ITL-10 peut étre associée a une augmentation du
recrutement des cellules inflammatoires (Wogensen 1993); cet effet pourrait dépendre
de l'induction d'antigénes de classe Il et de molécules d'adhérence a la surfece des
cellules endothéliales. Par ailleurs, dans certaines conditions, FIL-10 favorise la
différenciation de lymphocytes CD8+ cytotoxiques a partir de leurs précurseurs
thymiques (Chen 1991). Dans la plupart des modéeles, I'lL-10 est incapable de prévenir
le rejet d'allogreffe. Ceci pourrait étre di a l'incapacité relative de I'lL-IO d'interférer
avec l'activation des lymphocytes T naifs par les cellules dendritiques (Macatonia
1993).

En conclusion, la redondance entre certains effets des cytokines de type THI et TH2 et
la multitude d'effets, parfois opposés, de chacune de ces cytokines suggérent que le
rejet ou la tolérance d'une allogreffe n'est pas simplement dépendant de la polarité THI
ou TH2 de la réponse immune.

Dans la plupart des cas néanmoins, il existe une association entre le rejet d'allogreffe et
la présence de cellules THI d'ime part, et I'induction de tolérance et la différenciation
préférentielle des cellules TH2 d'autre part.

Le rble effecteur des cellules THI lors du rejet a été largement documenté.

Les cellules TH2 sont certainement moins efScaces que les THI pour médier le rejet
aigu; toutefois leur réle actifdans l'induction et le maintien de la tolérance n'a pas été
clairement établi. Comme il existe une régulation croisée entre les deux sous-
populations THI et TH2, le rdle tolérogene des lymphocytes TH2 pourrait étre
essentiellement lié & leur action inhibitrice sur les THI.
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2.2. Lymphocytes T du nouveau-né

Chez la souris, les lymphocytes T périphérigues du nouveau-né présentent des
caractéristiques qui les différencient fondamentalement de ceux d'un animal adulte. En
stimulation in vitro, comparés a des cellules adultes naives, les lymphocytes T du
nouveau-né sécretent des quantités accrues diL-4 mais peu d'IL-2 et dTFN-y (Adkins
1993). La sécrétion préférentielle d'IL-4 est limitée a la période néonatale immédiate.
Par contre, le défeut de production d'lL-2 et dTFN-y persiste juqu'a la sixieme semaine
(Argyris 1985, Adkins 1993). Il existe donc une période prolongée d'hyporéactivité
pendant laquelle les lymphocytes T ne sécrétent ni IL-4 ni IL-2 ou IFN-y lorsqu'ils sont
stimulés. Cette période correspond a celle au cours de laquelle I'injection de cellules
allogéniques n'induit ni tolérance, ni immunisation (Billingham 1953).

Le défaut de production dIL-2 et de prolifération en réponse primaire existe également
lors d'une réponse secondaire (Adkins 1994).

Le déficit de production d'IL-2 et d'IFN-y par les cellules CD4+ du nouveau-né
correspond a un double phénoméne; il s'agit dime part d'un défaut de réponse du
lymphocyte T lui-méme et d'autre part, d'une action inhibitrice directe de I'lL-4 (Adkins
1993). Ce dernier mécanisme n'intervient que durant la période néonatale précoce.

Plusieurs observations expérimentales suggérent que les caractéristiques de la réponse
immune néonatale pourrait dépendre de la coopération entre les cellules accessoires
présentatrices d'antigenes et les lynchocytes T. Lorsque la stimulation se feit de
maniére indépendante des CPA, par exemple en utilisant im anticorps anti-CD3 fixé, il
persiste im défeut de production dIL-2 mais I'hyperproduction dTL-4 n'apparait plus
(Adkins 1992). En outre, lorsque les lymphocytes T du nouveau-né sont stimulés
indépendamment de leur récepteur, par I'association PMA-Calcium ionophore, ils se
comportent comme des cellules adultes (Adkins 1992).

Nous avons vu que le signal secondaire induit par l'interaction CD28-B7 favorise la
sécrétion d'lIL-2 et d'IFN-y. Durant la période néonatale, cette voie de co-stimulation
pourrait étre spécifiqguement inefficace. En effet, I'utilisation d'un anticorps liant la
molécule CD28 a la surface des lymphocytes T corrige le défaut de prolifération et de
production dFL-2 observé lors de culture primaire (Adkins 1994).

Chez le nouveau-né, la totalité des lymphocytes T présents en périphérie est constituée
par les cellules ayant émigré récemment depuis le thymus, alors que cette population ne
représente qu’une fi-action limitée des cellules T périphériques de l'adulte. Chez les

souris adultes, les précurseurs thymiques matures préts a l'exportation sécretent
également des quantités élevées d'IL-4 et peu dTL-2 (Bendelac 1991 et 1993).
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Néanmoins, contrairement aux lymphocytes périphériques du nouveau-né, ces cellules
produisent également de I'IL-5 et de I'IFN-y en stimulation polyclonale (Bendelac
1991). Ce profil sécrétoire particulier s'apparente a celui de lymphocytes CD4+
récemment activés, de phénotype THO. Ceci pourrait étre la conséquence du processus
de sélection positive au sein du thymus qui comprend une étape de stimulation par le
récepteur T (Bendelac 1991).

Comme nous l'avons vu, parmi les thymocytes matures CD4+, ce sont les cellules
NK1.1+ qui sont responsables de la sécrétion d'lL-4 ( Arase 1993, Yoshimoto 1994).

Lors de leur exportation vers les organes lymphoides périphériques, les cellules CD4+
perdent progressivement la capacité de sécréter de I'lL-4 et acquiérent le phénotype de
lymphocytes de repos (pTH) c’est-a-dire sécrétant essentiellement de I’lL-2 (Bendelac

1993). Ce processus de maturation post-thymique dure 3 a 6 jours.

Les thymocytes matures et les lymphocytes T périphériques du nouveau-né ont comme
caractéristique commune de sécréter des taux élevés d’IL-4. Ces deux populations
cellulaires ne sont cependant pas identiques, les thymocytes matures étant capables de
produire des quantités significatives d’IFN-y en stimulation polyclonale (Bendelac
1991). D’autres phénoménes que la proportion élevée d'immigrants thymiques récents
pourraient des lors contribuer a établir la spécificité de la réactivité des lynchocytes du
nouveau-né.

La maturation intrathymique et I'exportation vers la périphérie des cellules T est un
processus qui dure 4 a 6 jours (Shortman 1991). Ceci signifie que les lymphocytes T
périphigues du nouveau-né proviennent de précurseurs thymiques foetaux. Ces
derniéres cellules présentent des caractéristiques différentes de celles des thymocytes
de l'adulte (Bendelac 1991, Adkins 1991).

Par ailleurs, la maturation intrathymique se feit dans un environnement particulier, le
tissu thymique lui-méme étant I'objet d'un processus de maturation qui se poursuit au
cours de la période néonatale (Adkins 1988, Smith 1989, Surh 1993).

Il feut noter également, que chez I'adulte, des lymphocytes activés dans les organes
lymphoides périphériques peuvent étre secondairement exportés vers le thymus. Cette
fi-action cellulaire particulieére pourrait contribuer a la sécrétion de taux élevés d’IL-4
au sein du thymus.

Enfin, comme nous l'avons évoqué précédemment, la fonction de présentation
d'antigene peut étre altérée de facon spécifigue durant la période néonatale. Chez la
souris, les cellules macrophagiques de nouveau-né activent moins efficacement les
lymphocytes T que celles d’animaux adultes (Lu 1980). Ce défaut, associé au déficit de
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co-stimualtion par la voie CD28/B7, pourrait contribuer a l'inhibition globale des
réponses de type THI observée durant la période néonatale.

Le profil sécrétoire des lymphocytes présents en périphérie au moment de la
stimulation antigénique va déterminer I’orientation de la réponse immune. Chez le
nouveau-né, la sécrétion de taux élevés d’lIL-4 va induire la différenciation
préférentielle de lymphocytes TH2. Chez I’adulte par contre, la sécrétion d’IL-2 par les

pTH et d’IFN-y par les cellules CD8+ va Eivoriser la différenciation de cellules THI.

Les caractéristiques comparées des lymphocytes du nouveau-né et de I’adulte sont
résumées dans la figure 2.
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3. MECANISMES INTERVENANT DANS L’INDUCTION DE LA
TOLERANCE NEONATALE

La délétion clonale de I’ensemble des cellules alloréactives a longtemps été considérée
comme le mécanisme exclusif intervenant dans I’induction néonatale de tolérance aux
alloantigénes. De cette maniére, en accord avec le principe formulé par Bumet, la
tolérance néonatale était considérée comme une forme étendue de tolérance aux
antigenes du soi (Bumet 1959). Un des arguments fondamentaux supportant
initialement cette hypothése était le fait que le transfert de cellules syngéniques

provenant d'animaux naifs permettait d'abolir la tolérance (Billingham 1953).

C’est le développement des techniques de culture cellulaire et la découverte des
superantigenes endogéenes qui ont permis de mieux comprendre les différents
mécanismes intervenant dans I’'induction et le maintien de la tolérance. Dans la plupart
des modéles, il s’agit d’un processus complexe associant des phénoménes de délétion
clonale, d’anergie et de suppression.

3.1. Délétion clonale

Les concepts actuels concernant les phénoménes de délétion clonale lors de I'induction
néonatale de tolérance aux alloantigénes proviennent de I’extrapolation d’observations
faites dans des modéles utilisant les superantigénes.

Les superantigénes se lient spécifiqguement a certaines des chaines béta (vP) du
récepteur des lymphocytes T. De cette maniére, ils sont capables de stimuler 5 a 20%
du répertoire des lymphocytes T alors que les antigeénes conventionnels ne sont
reconnus que par 1/10" a 1/10 des lymphocytes T. L'utilisation d'anticorps
monoclonaux dirigés contre certains récepteurs vP permet d'identifier des lymphocytes
T de spécificité antigénique déterminée, sans avoir recours a des tests fonctionnels. La
visualisation directe de ces lymphocytes permet de différencier les phénoménes de
délétion et d’anergie.

Les superantigénes peuvent étre des produits endogénes, exprimés durant l'ontogénese
comme des antigénes du soi (antigenes du systtme Mis ou minor lymphocyte-
stimulating locus) (Acha-Orbea 1991). L'absence de visualisation de cellules portant un
certain récepteur vP chez les souris exprimant constitutivement l'antigéne Mis

correspondant a permis de confirmer I'hypothése de la délétion clonale des
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lymphocytes T autoréactifs au cours de l'ontogénese (Kappler 1987 et 1988, Mc
Donald 1988 a, Bill 1989). Cette sélection négative se fait dans le thymus, au stade des
thymocytes immatures CD4+8+, selon un processus de mort cellulaire programmée ou
apoptose. Des expériences sur des souris thymectomisées indiquent que des

phénoménes de sélection négative peuvent également avoir lieu en périphérie (Webb
ceU 1990).

De facon similaire, la délétion clonale peut intervenir lors de I'établissement de la
tolérance néonatale. En effet, l'injection néonatale de cellules présentant une disparité
isolée d'antigene du systeme Mis induit la délétion clonale des lymphocytes T
alloréactifs exprimant le récepteur vP correspondant (Mc Donald 1988 b, Eto 1991).
Cette délétion se produit dans le thymus, au stade CD4+8+ et concerne donc les
lymphocytes auxiliaires et cytotoxiques. Il s'agit bien de délétion et non pas d'une
simple modulation puisque la culture a long terme de thymocytes matures en présence
de différents stimuli ne permet pas la réexpression du récepteur (Mc Donald 1988 b).

Les mémes phénomenes peuvent intervenir dans I'induction de tolérance vis-a-vis
d’antigénes du CMH.

En cas de disparité d’antigénes de classe I, la technique des dilutions limites a permis
de démontrer chez les animaux tolérants, une réduction tres importante de la fréquence
des précurseurs des lymphocytes T cytotoxiques (pCTL) et des lymphocytes T
auxiliaires sécrétant de ITL-2 et de IH™-y (Nossal 1981, Mc Carthy 1983 a, Feng
1983, Wood 1987 a). Dans cette combinaison, l'absence de cytotoxicité a I'égard des
cellules du donneur ne se retrouve pas dans des co-cultures avec des cellules provenant
de souris naives et n'est donc pas due a un phénomene de suppression (Mc Carthy
1983 a). Ces expériences ne permettent toutefois pas de différencier la délétion clonale
de I'anergie.

Par ailleurs, selon des phénomenes encore incomplétement compris, la réactivité vis-a-
vis de certains antigénes de classe Il (le) peut étre associée a I’expression de récepteurs
vP particuliers (vP 5 et vp 11) a la surface des lymphocytes T. L’utilisation d’anticorps
monoclonaux reconnaissant directement ces récepteurs a permis de démontrer que
I’injection néonatale de cellules présentant une disparité d’antigéne de classe Il de ce
type induisait également une délétion clonale précoce des cellules exprimant le
récepteur vP correspondant (Ruiz 1993).

Il existe une relation étroite entre la délétion clonale des cellules alloréactives et
I'établissement du chimérisme thymique, ces deux événements étant contemporains lors
de l'administration néonatale des cellules allogéniques (Wood 1982, Streilein 1991 b).
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La pénétration des cellules allogéniques dans le thymus est un phénomeéne spécifiqgue
de la période néonatale. Chez la souris, il existe trés peu de cellules alloréactives dans
les organes lymphoides périphériques au moment de la naissance (Wood 1982); les
cellules allogéniques vont donc pouvoir circuler et parvenir au thymus. D’autre part,
le thymus du nouveau-né présente une perméabilité élevée aux cellules circulantes,
supérieure a celle observée a I’age adulte (Eto 1990). Au sein du thymus, la capacité
des cellules chimériques a induire la délétion clonale des cellules alloréactives dépend
d’interactions étroites entre ces deux types cellulaires. La neutralisation de signaux co-
stimulateurs au moment de la reconnaissance allogénique inhibe la délétion clonale des
lymphocytes cytotoxiques anti-donneurs et I’induction de chimérisme (Schurmans
1994).

3.2. Anergie clonale

Dans plusieurs modeéles, l'induction néonatale de tolérance est accompagnée de la
persistance de cellules allospécifiques. Ces cellules sont incapables d’induire le rejet
d’ime allogreffe et, en I'absence des mécanismes suppresseurs, elles peuvent étre
considérées comme anergiques. In vitro, ces cellules sont incapables de proliférer et de

sécréter de I'IL-2 en présence de I’alloantigene (Speiser 1991, Holan 1992).

L'anergie peut affecter plus spécialement certaines populations ou soixs-populations
cellulaires. Dans ces conditions, la mise en évidence du défaut fonctionnel dépendra du
test expérimental utilisé.

Comme nous l'avons vu, en cas de disparité d'antigene du CMH de classe |, la plupart
des Ilymphocytes cytotoxiques allospécifiques sont éliminés dans le thymus.
Néanmoins, il peut persister un petit nombre de cellules cytotoxiques alloréactives
résiduelles. Ces cellules sont toutefois anergiques; elles proliferent feiblement en
présence des cellules de type donneur et ont un pouvoir cytolytique réduit (Wood 1987
b). L’activité réduite de ces cellules et le fait qu’elles aient échappé a la délétion clonale
provient probablement de leur feible avidité/afSnité pour les cellules tolérogénes.

Des phénoménes similaires pourraient intervenir dans des  modéles
d’histoincompatibilité d’antigenes de classe 11 (Matriano 1994b).

Certaines fonctions des lymphocytes auxiliaires peuvent également étre spécifiquement
inactivées. Dans plusieurs combinaisons dans lesquelles il existe vme inconcgatibilité
d’antigenes de classe Il, associées ou non a une incompatibilité d’antigenes de classe |,
des cellules CD4+ alloréactives peuvent échapper a I'induction de tolérance.
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Les cellules alUoréactives persistantes chez ces animaux présentent un profil de type
TH2; en effet, stimulées en culture mixte, elles sécréetent préférentiellement de IIL-4 et
de I'IL-10 et peu d'IL-2 et d'IFN-y (Mohler 1989 a, Powell 1990, Abramowicz 1990 a
et b, Kramar 1993, Chen 1995). Des expériences de dilutions limites démontrent que
ce profil particulier est bien lié a I'expansion préférentielle de cellules de type TH2
(Powell 1990).

Le role des lymphocytes alloréactifs de type TH2 dans I’induction et le maintien de la
tolérance dans ces modéles n’est pas établi. Des expériences récentes du groupe de
Streilein suggerent qu’ils pourraient intervenir dans la suppression des fonctions
cytoxiques a I’égard des cellules du donneur (Matriano 1994 a).

Enfin, il &ut remarquer que l'anergie observée in vitro n’est pas nécessairement le
reflet d’un état de tolérance in vivo. Dans plusieurs modéles, il existe ime dissociation
entre ces deux phénomeénes, des animaux étant capables de rejeter une allogreffe alors
que leurs cellules allospécifiques sont anergiques en culture mixte (Streilein 1989, Ruiz
1995).

3.3. Suppression

Plusieurs travaux ont documenté le réle de phénoménes suppresseurs dans I’induction
de tolérance néonatale, en particulier dans les combinaisons dans lesquelles la délétion
clonale intervient le moins, c'est-a-dire en cas de disparité d'antigénes du CMH de
classe IL Les démonstrations les plus convaincantes des phénoménes de suppression
active ont été apportées par les expériences de transfert adoptifde la tolérance in vivo.
En effet, dans certaines combinaisons, l'infiision de cellules provenant d'animaux
tolérants permet de prévenir ou de retarder le rejet d'une greffe de peau chez des souris
syngéniques naives (Gruchalla 1983, Streilein 1991 b, Gorczynski 1979). Le méme
phénoméne a été décrit chez le rat, dans un modéle similaire de tolérance néonatale
(Dorsch 1982). Le transfert de cellules provenant d'animaux tolérants peut également
inhiber une réaction d'hypersensibilité retardée induite par l'injection de cellules du
donneur a des animaux sensibilisés (Sreilein 1989).

In vitro, le défaut de cytotoxicité observé chez les animaux tolérants peut également
étre transféré a des cellules provenant d'animaux naifs (Heeg 1985, Powell 1991,
Matriano 1994).

Les mécanismes intervenant dans la suppression de l'alloréactivité ne sont pas
clairement identifiés.
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La suppression pourrait dépendre d'une réaction anti-idiotypique, c'est-a-dire une
réaction dirigée spécifiguement a I'encontre des cellules alloréactives ou du couple
formé par les cellules alloréactives et I'alloantigéne (Roser 1989). En effet, les cellules
provenant d'un animal tolérant perdent leur pouvoir suppresseur lorsqu’elles sont pré-
incubées avec des cellules alloréactives fixées, provenant d'un animal naif sensibilisé
contre I'alloantigéne (Stockinger 1984). De plus, I’injection répétée d’un petit nombre
de cellules alloréactives provenant d’im animal naif augmente le pouvoir suppresseur
des animaux tolérants (Dorsch 1982). Ce phénoméne pourrait étre lié a I’expansion des
cellules anti-idiotypiques.

Comme nous I’avons vu, dans certains modéles de tolérance aux antigénes de classe II,
la suppression des fonctions cytotoxiques dépend de cellules CD4+ allospécifiques
(Matriano 1994 a). D'autres travaux chez le rat ont confirmé le réle possible des
cellules CD4+ en montrant que la déplétion de ces cellules inhibait le pouvoir
suppresseur d'un inoculum provenant d'un animal tolérant (Roser 1989).

Enfin, des facteurs sériques, probablement des anticorps, peuvent également contribuer
aux mécanismes de suppression observés dans la tolérance néonatale. Ce phénoméne
est défini comme la facilitation. In vitro, le sérum de souris tolérantes peut inhiber la
cytotoxicité anti-donneur de cellules naives (Gorczynski 1979 a, Brent 1972).
L'administration in vivo de ces sérums favorise également la croissance d'une tumeur
allogénique (Voisin 1972). Il s'agit d'une action allospécifique, le sérum d'animaux
tolérants est capable de diminuer la réaction de GVH induite par l'injection de cellules
de la souche receveuse a une souris semi-allogénique de souche parentale (Voisin
1972).

Le rble particulier des anticorps dans le maintien de la tolérance n'est pas connu. Il faut
noter que les animaux tolérants sécrétent préférentiellement des anticorps d'isotypes
IgGl et IgA, non cytotoxiques et ne fixant pas le complément (Voisin 1972). En
comparaison, des souris témoins immunisées sécrétent surtout des anticorps
cytotoxiques IgG2 et IgM. Les immunoglobulines circulantes chez les souris tolérantes
pourraient intervenir comme anticorps bloquants.

Toutefois, les anticorps ne semblent intervenir dans la tolérance de transplantation
gu'en association avec d'autres mécanismes; en effet, l'injection de sérum d'animaux

tolérants ne permet pas de prolonger la survie d'une greffe de peau (Brent 1972).

En conclusion, plusieurs mécanismes sont impliqués dans l'induction néonatale de
tolérance aux alloantigenes. Ces mécanismes ne sont pas mutuellement exclusife et
peuvent se succéder ou étre associés. Le phénoméne prédominant dépendra de

nombreux facteurs tels que le terrain génétique des souris receveuses, la nature des
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disparités antigéniques, l'age auquel les souris sont testées, le nombre et le type de
cellules injectées ainsi que la voie d'administration.

Chez les souris tolérantes aux antigénes de classe |, la délétion clonale des cellules
aUoréactives intervient prioritairement. Par contre, I'anergie clonale et la suppression
jouent un réle essentiel dans I'induction de la tolérance aux antigenes de classe Il.

Indépendamment des mécanismes impliqués, la persistance du chimérisme intervient
dans le maitien de la tolérance. Chez les animaux fuites tolérants, I’élimination des
cellules du donneur par des alloanticorps spécifiques (Harris 1973, Lubaroff 1973) ou
par I’infusion de splénocytes syngéniques provenant d’animaux naifs (Wren 1993)
permet de restaurer le rejet d’une grefiFe de peau donneur-spécifique
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4. IMMUNOPATHOLOGIE ASSOCIEE A LA TOLERANCE

Parallelement a la tolérance, l'injection néonatale de cellules semi-allogéniques peut
induire un syndrome auto-immun ressemblant au lupus érythémateux disséminé et
caractérisé par une lymphosplénomégalie, une anémie hémolytique, une
thrombocytopénie, une hypergammaglobulinémie et le dépbt de complexes immuns au
nivcau du rein, de la peau et des plexus choroides (Goldman 1983). Certaines de ces
manifestations pathologiques étaient déja observées par Medawar et ses collaborateurs
lors de leurs premiers travaux (Bilingham 1956); ces auteurs rapportaient également
que l'intensité de la pathologie variait considérablement en fonction des souches de
souris utilisées. Le plus souvent, ce syndrome se présente sous une forme chronique,
éventuellement associée a une mortalité tardive (Hard 1970).
L'hypergammaglobulinémie concerne l'ensemble des isotypes avec une prédominance
des IgGl et des IgE (Voisin 1972, Hard 1975, Goldman 1988). Le méme profil
isotypique se retrouve au niveau des anticorps déposés dans le rein (Florquin 1991).
Les auto-anticorps retrouvés chez les souris tolérantes peuvent appartenir a différentes
catégories: anticorps anti-nucléaire, anti-thymocyte, anti-SSDNA et fecteur
rhumatoide (Goldman 1983). La glomérulonéphrite est associée a la production
d'anticorps dirigés contre des constituants de la membrane basale, notamment des
anticorps anti-laminine et anti-collagéne de type 1V (Florquin 1991).

Le développement de la pathologie chez les souris injectées a la naissance est
étroitement corrélé a l'induction de chimérisme (Luzuy 1986, Abramowicz 1987). Dans
les conditions dans lesquelles l'injection néonatale de cellules semi-allogéniques n'induit
pas de chimérisme, on n'observe pas d'immunopathologie (Gonzalez 1995, Schurmans
1994). De la méme facon, l'accroissement du nombre de cellules injectées a la
naissance augmente l'intensité de la pathologie (Abramowicz 1987). Enfin, dans
certaines combinaisons, la disparition progressive du chimérisme est corrélée avec le

contréle spontané de la pathologie (de la Hera 1992).

L'apparition d'un syndrome auto-immun chez les animaux chimériques dépend de
l'interaction spécifique entre les lymphocytes B du donneur, injectés a la naissance, et
les lymphocytes T alloréactife du receveur. En effet, comme nous l'avons \oi
précédemment dans les modeles de tolérance aux antigénes de classe Il, des
lymphocytes T CDA4+alloréactrfe peuvent échapper a l'induction de tolérance. Ces
lymphocytes alloréactifs sécrétent de nL-4 et de I'lL-10 lorsqu'ils sont en présence des
cellules du donneur, en culture nlxte.
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Le réle des lymphocytes T du receveur dans le développement du syndrome auto-
immun a été démontré dans plusieurs études. Notamment, l'induction de tolérance par
I'injection de cellules semi-allogéniques a des souris athymiques, ne possédant pas de
lymphocytes T, n'induit pas de pathologie. Par contre, la reconstitution de ces souris
par des cellules CD4+ syngéniques entraine l'apparition de I'ensemble des stigmates
d'auto-immunité observés chez les souris euthymiques (Merino 1989). D'une facon
similaire, l'administration d'un anticorps anti-CD4, aprés l'injection néonatale des
cellules du donneur, prévient I'apparition de la pathologie (Merino 1987). Par ailleurs,
in vitro, la lyse spécifique des cellules CD4+ du donneur abolit I'hyperproduction
d'immunoglobulines observée lors de la culture de cellules spléniques provenant
d'animaux chimériques (Abramowicz 1990 b).

Différentes expériences ont démontré que ce sont bien les lymphocytes B du donneur
qui interviennent principalement dans la surproduction d'anticorps. In vivo, les auto-
anticorps sont porteurs de l'allotype de la souche donneuse (Goldman 1983 et 1988,
Merino 1989). Chez les animaux présentant une limitation spontanée de la pathologie
associée a la perte du chimérisme, la ré-injection de cellules B du dormeur permet la ré-
activation du syndrome auto-immun (de la Hera 1992). Enfin, en culture, la lyse des

cellules du dormeur inhibe I'hyperproduction d'immunoglobulines (Goldman 1988).

Les immunoglobulines appartenant aux isotypes IgE et IgGl sont particulierement
élevées chez les animaux chimériques. Ceci suggére que NL-4 sécrétée en culture
mixte par les lyn~hocytes alloréactife (Abramowicz 1990 a) pourrait intervenir
préférentiellement dans la stimulation polyclonale des lymphocytes B. Plusieurs études
confirment le réle de cette cytokine. In vivo, la neutralisation précoce de 11L-4 aprés
I'injection néonatale des cellules semi-allogéniques inhibe I'hyperproduction dIgE et
digGIl mesurée dans le sérum d'animaux agés de deux ou trois semaines (Schurmans
1990). Ce traitement permet également de diminuer I'importance de la splénomégalie et
de prévenir le dépbt dimmunoglobulines au niveau du rein (Schurmans 1990, Takai
1993). Ces résultats sont confirmés en culture, ou la présence d'un anticorps
monoclonal anti-IL-4 , réduit la production d'lgGl par les lymphocytes B du donneur
(Goldman 1989, Abramowicz 1990 b).

Parallélement, la neutralisation précoce de ITL-4 peut interférer avec l'induction du
chimérisme et l'absence de réponse cytotoxique chez ces souris. Néanmoins, la
modulation de l'immunopathologie ne dépend pas seulement de la restauration de la
capacité de rejeter les cellules du donneur, injectées a la naissance. En effet, lorsque
des doses feibles d'anti-IL-4 sont administrées, on peut observer un effet dissocié, les

souris restant chimériques mais présentant une pathologie moins marquée (Schurmans
1990).
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La persistance de taux élevés d'immunoglobulines d'autres isotypes aprés traitement
des souris chimériques par un anticorps anti-IL-4 suggere que d'autres médiateurs sont
impliqués dans l'activation polyclonale des cellules B.

En particulier, la production en quantité accrue d'IL-6 par les macrophages pourrait
participer a I’hyperproduction dilgGl et dlgM chez les souris tolérantes
(Vandenabeele 1993).

L’IL-10 a également été impliquée dans le développement de certaines maladies auto-
immunes. Chez I’homme, les lymphocytes B et les monocytes de patients atteints de
LED produisent des taux accrus d’IL-10. Ce phénomeéne intervient dans la stimulation
polyclonale des lymphocytes B et la production d’autoanticorps observée chez ces
patients (Llorente 1994 et 1995). Le réle pathogene de I’'lL-10 pourrait également étre
lié a I'inhibition de la production de TNF par les macrophages. L’administration
prolongée d’anticorps anti-IL-10, a des souris développant spontanément un syndrome
lupique, diminue la sévérité de la pathologie. Cet effet est lié a I’augmentation de la
production endogéne de TNF (Ishida 1994).

Enfin, il faut noter que les cellules B de I'h6te peuvent également intervenir dans la
pathologie induite par l'injection néonatale d'alloantigénes. D'une part, dans certains
modeles, les lymphocytes B du receveur participent a la production d'auto-anticorps
(Goldman 1983). D'autre part, les souris chimériques peuvent présenter une incidence
élevée de maladies Iymphoprolifératives( et de lymphomes malins liés a I'expansion non
contrblée de cellules B immatures d'origine médullaire (Janossy 1993). Ces
phénomenes pourraient étre liés a un effet de proximité (bystander) des cytokines
sécrétées par les cellules T alloréactives de I'héte lorsqu'elles sont en présence des
cellules du donneur. Les cytokines TH2 sécrétées dans ces conditions pourraient

stimuler de maniére non spécifique les lymphocytes B du receveur.

D'autres modeéles expérimentaux chez la souris et le rat mettent en évidence une
association entre la différenciation préférentielle de cellules de type TH2 et le
développement de syndromes auto-immuns. Par exemple chez le rat, l'injection de
dérivés mercuriels, de sels d'or ou de D-pénicillamine peut induire une pathologie
caractérisée notamment par une splénomégalie, une hypergammaglobulinémie et une
glomérulonéphrite auto-immune. Dans ces modeles, I'administration d'un anticorps
anti-IL-4 peut contréler la sécrétion d'immunoglobulines, en particulier des IgE et des

IgGl. Le transfert de cellules de type THI atténue l'intensité de la pathologie observée
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chez ces animaux, alors que le transfert de cellules de type TH2 l'aggrave (Druet
1995).
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Nn. BUTS DU TRAVAIL

L’objectif général de notre travail était de préciser le réle de la production précoce de
cytokines dans I'induction de la tolérance et le développement de I’immunopathologie
aprés I’injection néonatale d’alloantigénes chez la souris.

Dans ce but, nous avons d’abord déterminé quel était le phénotype des lymphocytes T
alloréactife persistants chez les animaux tolérants.

Nous avons ensuite étudié les effets de traitements modulant les cytokines secrétées
durant la période néonatale précoce, soit par I’administration d’anticorps monoclonaux
bloquant les cytokines endogénes, soit par l’injection de cytokines recombinantes
exogenes. Nous avons étudié les effets de ces traitements sur I’induction de la
tolérance de transplantation, le syndrome auto-immun associé et le profil des
lymphocytes T alloréactife.
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m. RESULTATS

1. L’injection néonatale d’alloantigénes induit une expression accrue des ARN

messagers codant pour I'lL-4 et I’'lL-10 dans la rate

2. La sécrétion précoce d’IL-4 joue un réle déterminant dans I’induction de la

tolérance de transplantation apres I’injection néonatale d’alloantigenes

3. L’administration d’IFN-y réduit I'immunopathologie induite par I’injection néonatale
d’alloantigénes

4. L’administration d’IFN-y restaure le rejet de greffe de peau mais ne modifie pas le

chimérisme aprés I’injection néonatale d’alloantigénes

5. La neutralisation précoce de I'IL-10 n’interfere pas avec I’induction de la tolérance

6. I'IL-10 intervient dans I'immunopathologie induite par I’injection néonatale
d’alloantigénes
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1. L’INJECTION NEONATALE D*ALLOANTIGENES INDUIT UNE
EXPRESSION ACCRUE DES ARN MESSAGERS CODANT POUR L’IL-4 ET
L’IL-10 DANS LA RATE

Néonatal induction of transplantation tolérance in mice is associated with in vivo
expression of IL-4 and IL-10 mRNAs. D. Abramowicz, P. Durez, C. Gérard, V.
Donckier, Z. Amraoui, T. Velu and M. Goldman. Transplant. Proc. 1993; 25:312.

Plusieurs études ont démontré que des lyirgjhocytes CD4+ alloréactife pouvaient
persister aprés I’injection néonatale d’alloantigénes.

Dans ce travail, afin de préciser le phénotype de ces cellules, nous avons déterminé
guelles étaient les cytokines préférentiellement secrétées au niveau de la rate, chez les

animaux tolérants.

Le protocole expérimental que nous avons utilisé consistait a injecter, au cours des 24
premiéres heures de vie, des souriceaux de souche BALB/c (11-2**, I1A**) avec 10*
cellules spléniques semi-allogéniques provenant d’un animal hybride de premiére
génération (A/JXBALB/c)FI. La souche donneuse A/J exprime les alloantigénes H-2**
et la et présente donc une disparité de classe | et de classe H par rapport a la souche
BALB/c receveuse. Nous avons utilisé cette combinaison pour I’ensemble de nos
travaux, le nombre de cellules injectées pouvant varier d’un protocole a l’autre.
Préalablement, nous avions vérifié que ce protocole permettait d’induire une tolérance
de transplantation spécifique, caractérisée par la survie prolongée d’une greffe de peau
provenant de la souche A/J,

L’expression des ARN messagers (ARNm) codant pour I’'lL-4, I'IL-10, I'lL-2 et
I'IFN-y a été déterminée par amplification génique (PCR) au sein de cellules spléniques
provenant d’animaux tolérants et d’animaux témoins non injectés, agés de 1 et 4

semaines.

Chez les animaux tolérants &gés de 4 semaines, nous avons démontré qu’il existe une
expression accrue des ARNm codant pour I'lL-4 et I’'lL-10. Ce profil de type TH2
s’observe déja chez des animaux agés d’une semaine. Par contre, nous n’avons pas
objectivé d’expression des ARNm codant pour I'lIL-2 ou I'IFN-y, ni chez les animaux
tolérants, ni chez les animaux témoins.



42

Nos résultats indiquent que, dans la combinaison que nous étudions, l’'induction
néonatale de tolérance est associée in vivo a une production accrue des ARNm codant
pour les cytokines de type TH2. Bien que nous ayons réalisé ces expériences sur des
cellules spléniques totales, ce profil TH2 correspond probablement aux lymphocytes
CDA4+ alloréacti& persistants chez les animaux tolérants.

C’est le réle spécifique de ces cellules et des cytokines qu’elles sécrétent que nous

avons étudié dans la suite de notre travail.
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TOLERANCE OF VASCULARIZED ALLOGRAFTS

AND MECHANISMS

Néonatal Induction of Transplantation Tolérance in Mice is Associated
With In Vivo Expression of IL-4 and -10 mFINAs

D. Abramowicz, P. Durez, C. Gérard, V. Donckier, Z. Amraoui, T. Velu, and M. Goldman

T has been known since the studies of Medawar and
coworkers that néonatal injection of semiallogeneic
spleen cells (5 to 10 x 10* cells/recipient) induces a State of
tolérance resulting in the persistence in the host of the
allogeneic cells injected at birth.” We found that increasing
10-fold the numbers of semiallogeneic spleen cells (SCs)
injected results in the occurrence of an autoimmune disor-
der mimicking systemic lupus erythematosus.” These mice
develop a polyclonal activation of persisting donor B cells
that preferentially secrete immunoglobulin (Ig)E and IgGl
antibodies.” This syndrome is characterized by the devel-
opment of a host-vs-graft (HVG) disease, as host CD4-I- T
cells spécifie for donor Class Il major histocompatibility
complex (MHC) antigens are responsible for donor B-cell
activation/-* Donor-specific CD4-1- cells secrete high lev-
els of IL-4 but no IL-2 or interferon (IFN)-y so that they
behave like Th2 ceDs.** In association with this T-cell-
dependent B-cell activation, HVG mice display a profound
defect in the production of IL-2” and IFN-y (unpublished
results) in response lo T-cell mitogens. As IL-10 produced
by Th2 cells is known to be a potent inhibitor of the
production of Thi-type cjiokines,® we determined
whether IL-10 is spontaneously produced during HVG
disease.

MATERIAU AND METHODS
Induction of HVG Disease

BALB/c mice were injected with 10* (A/JxBALB/c) FI SC
intraperitoneally (IP) on the first day of life.

RNA lIsolation and Polymerase Chain Reaction

Total R.NA was isolated from spleens by the guanidium thiocya-
nate method.” The reverse transcription and the polymerase chain
reaction (PCR) have been described previousiy.'® and RN.A was
amplified with primers spécifie for IL-10. as well as for IL-2. IL-4.
and IFN-y. Similar amplification of the RN.A of the housekeeping
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gene HPRT was used as conirol for each PCR experiment. Mice
injected with the anii-CD3 monoclonal anibody (MAb) 145-2cl 1
were used as positive Controls. PCR products were run on 3%
agarose gel and stained w'ith ethidium bromide.

RESULTS
In Vivo Expression of IL-4 and IL-10 mRNA in Spleens of
HVG Mice

Neither IL-4 nor IL-10 mRNA (or only minimal levels)
were found in the spleens of control mice, while clear
accumulation of IL-4 as well as IL-10 mRNA were de-
tected in the spleens of 1-month-old HVG mice (Fig 1).
This Th2-like cytokine profile was already apparent in
1-week-old mice and IL-10 expression was maintained for
at least 2 months. Neither IL-2 nor IFN--y were expressed
at any stage of the HVG disease.

DISCUSSION

Néonatal injection of semiallogeneic spleen cells leads in
this model to an accumulation of IL-4 and -10 mRNAs.
This is most likely related to the différentiation of host
CD4-I- cells spécifie for donor alloantigens into Th2 cells.
IL-4 is responsible for IgGI and IgE hyperproduction,”
while IL-10 is most probably involved in the impairement
of Thl responses. A similar pattern of prédominant Th2
responses has been observed in mice undergoing parasitic
or viral infections."”*-"* In these situations, the impaired
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In vivo induction of IL-4 and -10 mRNA. The presence of the mRNAs for IL-4 and -10 in spleens of 1-month-old HVG mice and

Controls was evaluated by PCR. Mice injected v*ith 25 AQ"42-2¢cl1 MADb IP 2 h before killing served as positive controis.

production of IFN-y by SC after mitogenic stimulation
could be corrected by addition of neutralizing anti-IL-10
MADb to the cell cultures.” The possible réle played by
IL-10 in the spécifie allotolerance, as well as in the T-cell
immunodeficiency of mice injected at binh with alloanti-
gens, is currently being investigated.
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2. LA SECRETION PRECOCE D’lIL-4 JOUE UN ROLE DETERMINANT
DANS L’INDUCTION DE LA TOLERANCE DE TRANSPLANTATION
APRES L’ INJECTION NEONATALE D’ALLOANTIGENES

Critical r6le ofinterleukin 4 in the induction of néonatal transplantation tolérance.
V. Donckier, M. Wissing, C. Bruyns, D. Abramowicz, M. Lybin, M.L. Vanderhaeghen
and M. Goldman. Transplantation 1995; 59:1571.

En stimulation polyclonale in vitro, les lymphocytes T du nouveau-né secrétent des
taux élevés d’IL-4, le facteur principal fevorisant les réponses de type TH2, De cette
maniére, la sécrétion précoce d’IL-4, en réponse a I’injection néonatale d’alloantigénes,
pourrait jouer un rdle dans la difiérenciation préférentielle des lymphocytes TH2 chez
les animaux tolérants. Pour vérifier cette hypothese, nous avons d’abord déterminé si
I’injection néonatale de cellules semi-aUogéniques induisait effectivement la sécrétion
précoce d’IL-4 in vivo. Ensuite, nous avons étudié les effets de la neutralisation
précoce de I'lL-4 sur I’induction de la tolérance de transplantation et le phénotype des

lymphocytes T alloréactife en culture lymphocytaire mixte.

Des souris BALB/c ont été injectées de lo’ cellules (A/IXBALB/c)FI, administrées par
voie intra-veineuse, le jour de la naissance. Chez ces animaux, nous avons examiné par
PCR, I’expression des ARNmM codant pour I'lL-4 et I'lL-2 dans les ganglions
lymphatiques, 2 et 5 jours aprés I'injection de cellules semi-allogéniques. Le rdle des
cellules CD4+ et CD8+ dans la production de ces ARNm a été déterminé lors
d’expériences de déplétion utilisant des anticorps monoclonaux anti-CD4 ou anti-CDS8,
administrés & la naissance, avant I'injection d’alloantigénes. Les quantités d’ARNmM
codant pour riL.-4 chez des souris injectées avec des cellules semi-allogéniques ou des
souris témoins, injectées avec des cellules syngéniques, ont été évaluées lors
d’expériences de PCR semi-quantitative, utilisant un compétiteur interne.

Afin d’étudier le rble de I'IL-4, certains animaux ont recu 1 mg d’anticorps
monoclonal anti-IL-4 aux jours 1 et 3. Les animaux témoins ont été traités avec un
anticorps contréle, de méme isotype, selon le méme protocole. Les souris ont été
greffées a I’dge de 4 semaines. Les cultures mbctes ont été réalisées 3 semaines apres la
greffe de peau pour déterminer les fonctions cytoxiques (CTL) et la production de
cytokines des cellules alloréactives.

L’étude par PCR des ganglions lymphatiques d’animaux agés de 2 jours, démontre une

expression accrue des ARNm codant pour I'lL-4, aprés I’injection néonatale de cellules
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semi-allogéniques. On n’observe, par contre, pratiquement pas d’expression des
ARNmM codant pour I’'IL-2. Les expériences de PCR semi-quantitative démontre, chez
ces animaux, des quantités d’ARNmM de I'lL-4 16 fois supérieures a celles mesurées
chez des animaux témoins. Les lymphocytes CD4+ du nouveau-né participent a
I’expression accrue des ARNm codant pour I’'lL-4. En effet, la lyse in vivo des cellules
CD4+ avant I'injection néonatale de cellules semi-allogéniques, diminue fortement
I’expression des ARNm de I'lL-4 dans les ganglions d’animaux agés de 3 jours.

Nous avons ensuite observé que la neutralisation précoce de I'lL-4 in vivo inhibe
I’induction de la tolérance de transplantation. Les souris traitées avec lI’anticorps anti-
IL-4 rejettent une greffe de peau provenant de la souche donneuse de la méme maniére
que des animaux témoins. Chez ces animaux, le rejet de greffe de peau ne provient pas
de la restauration des fonctions cytotoxiques anti-donneur. Les tests CTL démontrent
gue les animaux injectés a la naissance avec des cellules semi-allogéniques sont
incapable de générer une activité cytotoxique allospécifique, qu’ils aient recu
I’anticorps anti-IL-4 ou I’anticorps témoin.

Enfin, la neutralisation précoce de I'IL-4 empéche la différenciation préférentielle de
lymphocytes TH2 apres I’injection néonatale d’alloantigénes. Les lymphocytes T
provenant de souris traitées avec I’anticorps anti-IL-4 présentent un phénotype THO;
ils secrétent de I'lL-4, mais également de I'lL-2 et de I'l[FN-y en culture mixte avec les
cellules du donneur. Des expériences sur des populations cellulaires purifiées
démontrent que ce profil secrétoire dépend bien de cellules CD4+.

En conclusion, la réactivité particuliere des lymphocytes T du nouveau-né, caractérisée
par un rapport IL-4/IL-2 élevé en réponse a l'injection néonatale d’alloantigénes,
intervient de facon déterminante dans I’établissement de la tolérance de transplantation.
La sécrétion précoce d’lIL-4 conditionne la différenciation des lymphocytes CD4+
alloréactife en cellules de type THZ2, incapables de médier un rejet aigu. La
neutralisation précoce de I'lL-4 inhibe I'induction de la tolérance de transplantation.
Chez ces souris, en I'absence de lymphocytes cytotoxiques fonctionnels, le rejet de
greffe de peau dépend probablement de la restauration de la sécrétion d’IFN-y par les
lymphocytes CD4+ alloréactife.
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CRITICAL ROLE OF INTERLEUKIN 4 IN THE INDUCTION OF
NEONATAL TRANSPLANTATION TOLERANCE""?

Vincent Donckier,” Martin Wisseng,” Catherinte Bruyns,* Daniel Abramoi*tcz,” Mituam Ltoin”"

Marce-Ldoe Vanderhaeghen,® and Michel Goldman®®

Laboratoire Pluridisciplinaire de Recherche Expérimentale Biomédicale-Department of Immunology and Department of
Medical Genetics-IRIBHN, Hopital Erasme, Université Libre de Bruxelles, B-1070 Brussels, Belgium

Néonatal injection of semiallogeneic cells is known
to promote différentiation of donor>specific CD4* T
cells into TH2>like cells in the peripheral lymphoid
organs. We reasoned that the propensity of néonatal T
-iells to sj'nthesize high levels of DL>-4 might be involved
n this polarization of the alloreactive response and
thereby in the development of néonatal transplanta-
tion tolérance. First, analysis of cytokine gene expres-
sion in lymph nodes after néonatal injection of 10°
(A/IxBALB/c)FI cells in BALB/c mice indicated that
IL-4 but not BL-2 is rapidly produced by €04*" cells
after allogeneic challenge in vivo. To détermine
whether the early production of IL-4 was involved in
the establishment of allotolerance, BALB/c mice neo-
natally injected with (A/JxBALB/c)FI spleen cells re-
ceived on days 1 and 3 after birth 1 mg of anti-IL-4 mAb
diBll) or the same amount of control mAb. When
grafted with A/J skin at 4 weeks, 88% of mice treated
with control mAb retained their graft for more than 50
days, whereas rejection occurred within 30 days in
93% of mice treated with anti-IL-4 mAb. Analysis of T
cell fonctions after in vitro restimulation with* A/J
spleen cells indicated that early IL-4 neutralization
did not prevent donor-specific CTL unresponsiveness
but allowed the emergence of alloreactive T cells se-
creting increased levels of IL-2 and IPN-y. We con-
clude that early production of IL-4 is critical for the
establishment of néonatal transplantation tolérance
in this strain combination, which has disparities
across the entire H-2 région.

Since the pioneer studies of Bilingham, Brent, and
Medawar U, 2), the naodel of transplantation tolérance in-
duced by néonatal injection of semiaUogeneic cells has been
studied extensively to reveal the factors promoting allograft
acceptance. While intrathymic clonal élimination appears as
the main mechanism silencing CD8"" cells recognizing donor

MHC class | alloantigens, some donor MHC class ll-specific
«
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CD4"" cells escape this process, as indicated by their presence
in peripheral lymphoid organs (rethewed in 3). In several
strain combinations, the profile of cyTokines secreted by per-
sisting anti-donor CD4* cells led to their characterization as
TH2 cells, as they were found déficient in IL-2 production but
secreted high levels of IL-4 (.4-6).

In vitro and in vivo studies established that the presence of
IL-4 in the induction phase of the immune response is a
crucial factor for the différentiation of CD4"* T cells into TH2
cells (7-15) and might also influence the development of CTL
actiVities (6, 16). As néonatal T cells were shown to synthe-
size high levels of IL-4 upon polyclonal activation (17-19), we
reasoned that the TH2 polarization of the newbom response
to eJloantigens and the associated transplantation tolersmce
might be related to early production of IL-4. To test this
hypothesis, we evaluated IL-4 mRN.\ expression in IjTuph
nodes after néonatal injection of semiallogeneic cells and we
cinalyzed the effects of anti-IL-4 mAb administration on the
induction of néonatal transplantation tolérance.

MATERIALS AND METHODS

Mice. BALB/c (H-2<*), A/J (H-2"), and C57BL/6 (H-2") mice were
purchased from Harlan CPB (Zeist, The Netherlands), the Centre
National de la Recherche Scientifique (Orléans, France), and Iffa
Credo O'Arbresle, France), respectively. (A/JJxBALB/c)FI hybrids
were bred at our own colony.

Néonatal induction of transplantation tolérance. Néonatal tolér-
ance was induced in BALB/c mice by the injection into the retro-
orbital vein of 10’ (A/JXxBALB/c)FI hybrid spleen cells within the
first 24 hr oflife, according to the original protocol of Billingham and
Brent (2). As Controls, mice were neonatally injected with syngeneic
BALB/c spleen cells.

Analysis ofIL-2 and IL-4 gene expression in lymph nodes. Lymph
nodes were removed 2 and 5 days after néonatal inoculation of either
(A/IxBALB/c)FI or syngeneic BALB/c spleen cells. Total RNA was
extracted using the guanidium thiocyanate method; préparations of
cDNA and polymerase chain reaction (PCR)* for IL-2 and IL-4 genes
and for 8-actin housekeeping gene were performed using standard
procedures (20). PCR primers used were: IL-2: 5' primer, TGATO
GACCTACAGGAGCTCCTGAG, and 3 primer, GAGTCAAATCCA-
GAACATGCCGCAG'; IL-4: 5' primer, AACACCACAGAGAGTGAG-
CTCGTCT, and 3' primer, T(GGACTCATTCATGGTGCAGCTTAT,;
and 8 actin: 5' primer, TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC, and
3' primer, TAAAAC(jCA(GCTCAGTAACAGTCCG. Reactions were
incubated in a DNA thermal cycler (Techne PHC-3, New Brunswick
Scientific, Edison, NJ) for 34 cycles for IL-2 and IL-4 and 31 cycles for
B-actin. PCR products were run on a 251 agarose gel and stained with
ethidium bromide. For quantitation of IL-4 mMRNA, co-amplification
with a multispecific internai standard (competitor) was performed
according to Bouaboula et al. (21), using the pMus2 construction

* Abbretiation: PCR. pol>Tmerase chain reaction.
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kindly proVided by Dr. D. Shire (Sanofi, Elf Bio Recherches, Labege-
limopole, France). This construction is a multispecific standard of
410 bp that consista ofthe 5' and 3' primer sequences of 19 mouse
target genes. Afler linearization with £coRI foUowed by trtmscrip-
tion using a T7 poljTiierase and DNAse treatment, standard RNA
was purified by phenol/chloroform extraction and éthanol précipita-
tion, and quantitated at 260 nm. Serial eimounts of this standard
RNA (from 1.5 to 24 fg) were added as competitor to 1 jig of cellular
RNA before reverse transcription and co-amplification with the IL-4
primers (34 cycles).

mAh treatments. For in vivo neutralization of IL-4, mice were
injected on days 1 and 3 with 1 mg of IIBII anti-mouse IL-4 mAb in
ascites form, or with an iso"Tse-matched irrelevant mAb (LO-DNP)
as control. Hybridoma cells secreting these antibodies were kindly
provided by Dr. W. Paul (NIH, Bethesda, MD) and Dr. H. Bazin
(Experimental Immunology Unit, Louvain-en-Woluwe, Belgium),
respectively.

In vivo déplétion of CD4* and CD8* cells. For in vivo déplétion of
CD4"~ or CD8* cells, mice received a single intraperitoneal injection
of 1 mg ofthe GK1.5 anti-CD4 mAb or H35-17.2 anti-CD8 mAb 12 hr
before the injection of semiallogeneic cells, as adapted from a stan-
dard protocol (22). These procedures depleted more than 99% of
corresponding T cell populations in Ijmph nodes, as assessed by Dow
Q'tometry analysis using phycoerythrin-conjugated L3T4 anti-CD4
mAb and iluoresceinated Lyt2 anti-CD8 mAb, both obtained from
Becton Dicldnson (San José, CA).

Skin grafting. Mice were grafted at 4 weeks of age with tail skin
from A/J mice. Diagnosis of rejection was made when total épithélial
breakdown had occurred. Mice that retained their graft for more
than 50 days were considered to be tolérant.

Measurement of CTL activities. MLC were prepared 3 weeks after
skin grafting between 5x10® spleen cells from experimental mice
and 5X10® irradiated A/J spleen cells in 2 ml of culture medium
(RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, 1% pjTuvatc, 1% glu-
tamine, 1% nonessential amino acids, and 5x10“® M 2-MER). After
incubation for 5 days at 37°C in 10% CO2, effector cells were har-
vested and resuspended "ith chromium-labeled A/J target cells as
described previously (23). After 4 hr ofincubation, ®’Cr release was
measured in a gamma-counter. Spontaneous and maximum ®"Cr
release were quantifted by culturing the target ceUs in medium or
acid, respectively. Results were expressed as percentages of spécifie
lysis (cpm experimental release - cpm spontaneous release/cpm
maximum release — cpm spontaneous release) at E;T ratio varjing
from 10:1 to 100:1.

Lymphokine production in MLC. MLC were prepared 3 weeks
after skin grafting between 2.5X10® nylon wool-enriched splenic T
cells from experimental mice and 2.5x10® irradiated spleen cells
from donor-type A/J or third-party C57BL/6 mice. Supematants
were harvested after 48 hr for IL-2 détermination and after 72 hr for
IFN-7 and IL-4. IL-2 and IFN-7 were measured by ELISA, using a
commercially available test for IL-2 (Genzjme, Cambridge, MA), and
the FI and Db-1 anti-IFN-7 mAbs were provided by Dr. A. Bilhau
(K.U.L., Lcuven, Belgium) and Dr. P.H. Van Der Meide (TNO Health
Research, The Netherlands) for IFN-7, as described preViously (24).
IL-4 was measured using CTLL-2 cells, according to a standard
protocol (25). Briefly, 5x10® CTLL-2 cells were suspended in 100 pl
of different dilutions of the supematants containing saturating
amounts of anti-IL-2 neutralizing mAb (1:20 dilution of S4B6 as-
cites). After 18-24 hr, sunival and/or prolifération of the CTLL-2
cells was determined using the MTT assay (25) and IL-4 levais were
calculated by reference to a standard curve obtained with recombi-
nant mouse IL-4 kindly provided by Dr. P. Vandenabeele (Laborato-
ry of Molecular Biology. University of Ghent, Belgium). The lower
limits of détection in these tests were 15 pg/ml, 0.5 U/ml, and 1 U/ml
for IL-2. IFN-7. and IL-4, respectively. In an additional experiment,
we evaluated the anti-A/'J responses of pools of CD4*-enriched T
cells '2.5x10®/mli obtained by in vitro treatment with anti-CD8 mAb
and baby rabbit complément iCedarlane. Homby, Ontario, Canadaj.

These préparations contained less than 0.3% CD8* cells and more
than 75% CD4* cells by flow cytometry.

RESULTS

Néonatal injection of semiallogeneic spleen cells rapidly
induces accumulation of IL-4 but not IL-2 mRNA in lymph
nodes. We first analyzed by reverse PCR the expression of
IL-2 and IL-4 mRNA in IjTnph nodes 2 and 5 days after
néonatal injection of (A/JxBALB/c)FI spleen cells. As shown
in Figure 1, a basal expression of IL-4 mRNA was found in
lymph nodes from unmanipulated 2-day-old mice, in agree-
ment with the recent démonstration that peripheral T cells
from newbom mice spontaneously express IL-4 mRNA (26).
The in vivo inoculation of semiallogeneic ceUs induced virtu-
ally no IL-2 mRNA, while IL-4 mRNA accumulation was
already apparent after 2 days and increased until day 5 (Fig.
1). In vivo administration of anti-CD4 mAb but not anti-CD8
mADb strongly reduced IL-4 mRNA expression (Fig. 2), indi-
cating that 004"~ cells were associated wnth IL-4 sjmthesis.
To assess IL-4 mMRNA accumulation quantitatively, we per-
formed an additional experiment on RNA extracted from
lymph nodes at day 5 after injection of either sjTigeneic or
semiedlogeneic cells. As shown in Figure 3, coamplification
wnth serial amounts of the internai standard revealed that
IL-4 mRNA level was about 16-fold higher in mice that re-
ceived the semiallogeneic cells as compared with Controls.

Périnatal administration of anti-IL-4 mAb prevents the
induction oftransplantation tolérance by néonatal injection of
semiallogeneic spleen cells. To détermine whether the early
IL-4 production after néonatal injection of semiallogeneic
cells is involved in the induction oftransplantation tolérance,
mice received 2 injections of 1 mg ofthe 11BI1I anti-IL-4 mAb
or of an irrelevant isotype-matched control mAb on days 1
and 3 after the cell transfer, and were transplanted with an
A/J skin graft 4 weeks later. As shown in Figure 4, early IL-4
neutralization almost completely prevented the establish-
ment of transplantation tolérance, while the 88% long-term
graft survival observed in mice that received the control mAb

1 2 3 4 5

IL-4

IL-2

p-ACTIN

Figure 1. Reverse PCR analysis of IL-2, IL-4, and 6-actin gene
expression in 1jTnph nodes of newbom mice. Lane 1: Two-day-old
control uninjected BALB/c mice; lane 2: 2-day-old BALB/c mice in-
jected al birth with 10" (A/JJxBALB/c)FI spleen cells: lane 3: 5-day-
old mice injected at birth with 10’ s>-ngeneic B.ALB/c spleen cells;
lane 4: 5-day-old mice injected at birth wth 10° (AJXBALB/C)FI
spleen cells: lane 5: adult mice 1 hr after injection of 50 ag of
145-2C11 anti-CD3 mAb (positive control).
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IL-4

P-ACTIN

Figure 2. Reverse PCR analysis of IL-4 and O-actin mRNA expres-

sion in lymph nodes of 3-day-old BALB/c mice inoculated at birth

with (A/JXxBALB/c)FI spleen cells mice and injected 24 hr later with

either control medium Gane 1), anti-CD4 mAb Oane 2), or anti-CD8
Kb Gane 3).

Standard RNA (fg)

<iObp—»

216 bp—*.

Allogeneic Syngeneic

\ 7/

Néonatal inoculum
Figure 3. Quantification of IL-4 mRNA in lymph nodes 5 days afler
néonatal injection of 10" spleen cells fixm either (A/JJxBALB/c)F1
(“allogeneic™) or BALB/c (“syngeneic”) mice. Sizes of DNA amplifica-
tion Products were 410 bp for the dilutions of the internai standard
(competitor) and 216 bp for genuine IL-4. In mice injected with
semiallogeneic cells, équivalent amounts of genuine cDNA and com-
petitor cONA amplification products appear in the lane shon”ing 24
fg of the competitor. In mice injected with (A/JXxBALB/c)FI cells,
luivalent amounts of genuine cDNA and competitor cONA ampli-
ation Products appear in the lane shoping 1.5 fg ofthe competitor.

corresponds to the percentages routinely observed after néo-
natal injection of semiallogeneic cells alone.

Périnatal administration ofanti-IL-4 mAb does not prevent
anti-donor CTL unresponsiveness but résulta in the émer-
gence of alloreactive T cells secreting increased levels of IL-2
and IFN-y. To get insight into the mechanisms by which
early IL-4 neutralization might prevent the establishment of
transplantation tolérance, we first analyzed the ability of
spleen cells of the’ different groups of mice to generate anti-
donor CTL activities. As shown in Figure 5, mice injected at
birth with (A/JJxBALB/c)FI cells were unable to generate
anti-A/J CTL activ-ities whether or not they received périna-
tal injections of anti-IL-4 mAb, while control mice displaj'ed
the expected response in this assay. These data indicate that
IL-4 neutralization did not interfere with the induction of
CTL uimesponsiveness in the présent model. We then mea-
sured the production of IL-2, IFN-y, and IL-4 in MLC pre-
pared between T cells han-ested 3 weeks after skin grafting
and donor-type A/J or third-party C57BL/6 stimulator cells.
We first confirmed that the produaion of IL-2 and IFN-y by
anti-donor T cells from tolérant mice was markedly déficient
while these cells secreted higher levels of IL-4 than control T

DONCKIER ET AL.;
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Figure 4. Effect of early IL-4 neutralization on donor-type skin
graft survival. O; Control uninjected BALB/c mice (n=11); =: BALB/c
mice igjected at birth with (AIJxXBALB/Cc)FI cells and control mAb
(n=14); V: BALB/c mice injected at birth with (AJXBALB/c)FI cells
and anti-IL-4 mAb (n=9). Mice were transplanted at 4 weeks of age
with AJ skin and foUowed every other day for graft survival.
*F<0.001 by chi-square test as compared with mice treated with
control mAb.

E; T RATIO 10:1 30:1 100:1

Figure 5. Effect of early IL-4 neutrsdization on anti-donor CTL ac-
tivity. O: Control uninjected BALB/c mice (n=10); =: BALB/c mice
injected at birth with (A/JxBALB/c)FI cells and control mAb (n=11);
V; BALB/c mice injected at birth with (AIJXBALB/c)FI cells and
anti-IL-4 mAb (n=3). Three weeks after AJ skin grafting, 5x10®
spleen cells fi-om mice of each group were cultured with 5x10® AJ
spleen cells, followed by a ®'Cr release assay on AJ blast cells. Data
are shown as % spécifie lysis (mean + SD) at different E:T ratio.
"F<0.01 by Student's test as compared with control uninjected mice,
for both experimental groups.

cells (Table 1). In mice that received périnatal injections of
anti-IL-4 mAb in addition to (A/IJXBALB/c)FI cells, the
amounts of IL-2 and IFN-y secreted by anti-donor T cells
were significantly increased as compared with mice injected
with FI cells and irrelevant isotjT>e-matched mAb, but re-
mained below the levels produced by T cells from control mice
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Table 1. Effects of périnatal administration of anti-

Périnatal treatment of BALB/c mice Al
IL-2 IFN-y
(pg/ml) (U/ml)
None (n=4) 902+274 55+11
(A/IxBALBI/c) FI cells + control 162+42 3+1
mAb (n=5)
(A/IXBALB/c) FI cells + anti-IL-4 328+22® 10+20
mAb (n=4)
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IL-4 mAb on the production of cytokines in MLC
Stimulator cells in MLC*

C57BL/6
IL-4 n"2 IFN-7 IL-4
(U/mi) (pg/ml) (U/ml) (U/mi)
4+1 1286+53 32+6 <1
13+7 915+159 19+4 <1
8+3 1051+104 1742 <1

“ MLC were prepared 3 weeks afler A/J skin transplantation between 2,5x10® splenic T ceUs and 2.5X10® irradiated stimulator spleen
cells. Cytokine levels in MLC supematants were measured as described in Materials and Methods. Results are expressed as mean I SEM

of values obtained in indiridual mice.

® P < 0.02 by Student’s t test as compared with mice injected with (A/JIXBALB/c)FI cells and control mAb.

(Table 1). Although there was a trend toward decreased IL-4
levels in anti-IL-4 mAb-injected mice as compared with con-
trol mAb-injected mice, this efiFect did not reach statistical
significance. A similsir modification of the cytokine profile
was observed when we analyzed cytokine production by pools
of CD4*-enriched T cells in response to A/J stimulators; as
compared with mice injected with (A/JXxBALB/c)FI cells -f
control mAb, IL-2 levels were 2.6-fold higher and IFN-y lev-
els were 3.0-fold higher in mice injected with (A/JJxBALB/
c)FI cells + anti-IL-4 mADb; IL-4 levels were 1.6-fold lower.
The cytokine levels measured in MLC with C57BL/6 stimu-
lators were not influenced by périnatal administration of
anti-IL-4 mAb, indicating that this treatment specifically
affected T cells recognizing the alloantigens injected at birth
(Table 1).

DISCUSSION

The first observation made in this study is that IL-4 but
not IL-2 mMRNA expression is rapidly up-regulated in lymph
node CD4" cells after néonatal injection of semiallogeneic
cells. This is consistent with previous in vitro studies show-
ing that thynuic émigrants retain their IL-4-producing poten-
tiality for a short period of time after they reach peripheral
lymphoid organs (27) and that néonatal T cells secrete high
levels of IL-4 but low levels of IL-2 upon polyclonal activation
(18, 19). It is possible that the néonatal alloreactive CD4"™
cells synthesizing IL-4 belong to the same subset as the
NKI.I* T cells that promptly produce IL-4 in response to
challenge with anti-CD3 mAb (28), but this question could
not be addressed in the présent model because BALB/c mice
do not express NKI.I.

The high IL-4dow IL-2 profile of néonatal T cells appears to
play a critical réle in the establishment of transplantation
tolérance. Indeed, rlL-2 administration was shovTi pre™ -
ously to break néonatal transplantation tolérance (29). We
found in the présent study that early IL-4 neutralization had
the same eflect. MLC experiments revealed that périnatal
administration of SLnti-IL.-4 mAb did not restore anti-donor
CTL activity as it was the case in a related model (6). Indeed,
in vntro studies have show-n that IL-4 induces CTL activation
and amplification in some Systems (30), whereas it promotes
différentiation of CD8* T cells into noncytolortic CD8"CD4*
cells in others (16). In the néonatal tolérance model to MHC
class | and class Il alloantigens, clonal délétion of anti-class
1 MHC CTL has been well documented by limiting dilution
analysis (311 Addition of exogenous IL-2 in the MLC did not

restore CTL activity in this setting (31), which is consistent
with our observation of persistent anti-donor CTL unrespon-
siveness despite increased IL-2 production in anti-IL-4 mAb-
treated mice. Recently, precursor CTL were found to persist
in mice made tolérant to class Il alloantigens only and to be
suppressed by CD4'~ cell-derived soluble factor(s), without
evddence for the involvement of IL-4 (32,33). As our model of
tolérance involve both class | and class Il alloantigens, we
assume that, under our experimental conditions, early IL-4
neutralization did not interféré with the intrathjTnic clonal
délétion of anti-donor class | CTL precursors and did not
prevent the putative peripheral anergy of éinti-donor class 11
CTL.

On the other hand, early IL-4 neutralization led to in-
creased production ofIL-2 and IFN-y by anti-donor T cells, as
observed previously in several studies (7-15). From those
studies, one would also anticipate a down-regulation of IL-4
production as a conséquence ofIL-4 neutralization. Although
IL-4 production in MLC was lower in anti-IL-4 mAb-treated
mice, the différence as compared with Controls was not sta-
tistically significant. This might be related to incompléete IL-4
neutralization, as thé concentrations of IL-4 required to
prime for IL-4 production are lower than those required for
down-regulation of IL-2 and IFN-y production (12). Altema-
tively, this could indicate the existence of an IL-4-indepen-
dent pathway for induction of IL-4-producing cells, as sug-
gested by Gross et al. (34), who found that anti-IL-4
treatment generally failed to completely abrogate the IL-4
response to keyhole limpet hemocyanin.

As the experiment on pools of CD4~-enriched T cells con-
firmed the observ’ations made on whole T cells, the interpré-
tation of our data in terms of T cell subsets would be that
early IL-4 neutralization after néonatal injection of semial-
logeneic cells either allow’s the différentiation of anti-donor
helper T cells into THO-tj"pe cells instead of TH2-t>T5e cells or
led to the différentiation of both THI-type and TH2-t>pe
cells. The emergence of anti-donor T cells secreting increased
levels of IFN-y as a conséquence of anti-IL-4 mAb adminis-
tration is reminiscent of the effects of IL-4 neutralization in
Leis/imanio-major-infected mice (35), in murine candidiasis
(36), as well as in a model of tolérance to aqueous antigen
(13). As far as the effects on IL-2 production are concemed,
IL-4 is known to inhibit priming of adult naive T cells for IL-2
production (12,14,37) and the IL-2 defect of néonatal T cells
was found to be partly related to their high production of IL-4
(19). As IL-2 and IFN-y were showm to play critical réles in
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transplantation immunity (3S, 39), it is likely that their
production by anti-donor T cells is involved in the process of
skin allograft rejection occurring in anti-IL-4 mAb-treated
mice.

Several mechanisms were shown pre%'iously to be involved
in the establishment of néonatal allotolerance, including the
persistence of donor cells in the thymus leading to intrathy-
mic délétion or anergy of alloreactive cells, and possibly the
induction of suppressor cells (3,40-42). We suggest that the
rapid production of IL-4 in the immédiate postnatal period
might be required for TH2 différentiation of the very first
wave of anti-donor T cells which migrate from the thymus
before it is colonized by donor cells. Although these TH2 cells
are not tolérant to donor alloantigens, they are not able to
médiate allograft rejection because they do not produce in-
flammatory cj-tokines. Additional experiments are in
progress to détermine whether IL-4 and/or IL-10 secreted by
donor-specific TH2 cells contributes to the maintenance of
allotolerance in adult mice.
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3. L’ADMINISTRATION D’IFN-v  MODULE L’IMMUNOPATHOLOGIE
INDUITE PAR L’INJECTION NEONATALE D’ALLOANTIGENES.

IFN-y prevents Th2 cell-mediated pathology after néonatal injection of semiallogenic
spleen cells in mice. V. Donckier, D. Abramowicz, C. Bruyns, S. Florquin, M.L.
Vanderhaeghen, Z. Amraoui, C. Dubois, P. Vandenabeele and M. Goldman.

J. Immunol. 1994; 153:2361.

Chez les animaux injectés a la naissance avec des cellules semi-allogéniques, les
cellules TH2 alloréactives sont a I’origine d’un syndrome auto-immun en stimulant de
fecon polyclonale les lymphocytes B du donneur. L’IFN-y favorisant les réponses THI
et inhibant les réponses TH2, nous avons étudié les effets de I’administration précoce
de cette cytokine sur le développement de I'immunopathologie aprés I’injection
néonatale d’alloantigénes.

Des souris BALB/c ont recu 10 pg d’IFN-y recombinant aux jours 1 et 3 apres
I’injection néonatale de 10 cellules semi-allogéniques. Chez ces animaux, les taux
sériques d’immunoglobulines, I'immunopathologie rénale, le chimérisme lymphoide et

la réactivité en culture mixte ont été évalués chez des animaux agés de 3 semaines.

Nous avons d’abord observé que. I'adniinistration précoce d’IFN-y module
I’hypergammaglobulinémie induite par I’injection néonatale d’alloantigenes. Les taux
sériques d’IgE et d’IgGl sont significativement diminués chez les souris ayant recu de
riFN-y. Une modulation similaire est observée pour le profil isotypique des anticorps
anti-DNA. Parallélement, ce traitement prévient totalement la sécrétion d’anticorps
anti-laminine et anti-membrane basale glomérulaire et consécutivement, diminue
I’intensité des dépbts d'immunoglobulines au niveau rénal.

Les effets de I’'administration d’IFN-y ne dépendent pas de I’élimination des cellules du
donneur. En effet, les taux sériques d’allotype du donneur ne sont pas modifiés chez
les souris ayant recu de I'lFN-y. La persistance du chimérisme est également confirmée
par le marquage direct des cellules du donneur dans les ganglions lymphatiques, a
I’eiide d’anticorps anti-H-2*",

L’administration d’IFN-y n’empéche pas la délétion ou I’inactivation des lymphocytes
cytotoxiques; les tests CTL chez ces animaux démontrant une absence de cytotoxicité
allospécifique, similaire a celle observée chez les animaux témoins.

Enfin, les expériences de culture lymphocytaire mixte démontrent que I’'administration
précoce d”’IFN-y restaure la production d’IL-2 et d’IFN-y par les les lymphocytes T
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alloréactife. Ces cellules secrétent également des taux élevés d’IL-4 et d’IL-10 et
présentent donc un phénotype THO.

En conclusion, I'administration précoce d’IFN-y diminue l'intensité du syndrome auto-
immun induit par I'injection néoantale de cellules semi-allogéniques. Les effets de
riFN-y ne sont pas liés au rejet des cellules du donneur mais plutdt a I’inhibition de la
différenciation préférentielle des lymphocytes alloréactife en cellules de type TH2. Ces
résultats confirment ceux observés dans d’autres modeles et suggerent que I’'lFN-y

pourrait exercer une action thérapeutique dans les pathologies feisant intervenir des
cellules TH2.
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IFN-y Prevents Th2 Cell-Mediated Pathology After Néonatal
Injection of Semiallogenic Spleen Cells in Mice”

Vincent Donckier,* Daniel Abramowicz,* Catherine Bruyns/ Sandrine Florquin,*
Marie-Line Vanderhaeghen,* Zoulikka Amraoui,* Christine Dubois,* Peter Vandenabeele,*

and Michel Goldman”*

“Interdisciplinary Laboratory of Experimental Biomédical Research and “*Department of Medical Cenetics-Interdisciplinary

Research Institute in Human and Nuclear Biology, Free University of Brussels, Brussels, Belgium; and *Laboratory of

Molecular Immunology, University of Cent, Cent, Belgium

BALB/c mice injected at birth with 10® (A/J X BALB/c)Fi hybrid spleen cells develop an autoimmune host-vs-graft
(HVC) disease as a resuit of activation of donor B cells by host CD4* cells. The antidonor CD4" cells seem to be
Th2-like cells, inasmuch as they are profoundly déficient in IL-2 and IFN-y production, but secrete high levels of
IL-4 and IL-10. As IFN-y is known to inhibitthe development of TH2 cells, we attempted to modulate HVC disease
by injecting rIFN-y. First, we found that 10 /ig of rIFN-y given on days ! and 3 after birth reduced the sérum
hyper-Ig of HVC mice by 90% and the sérum hyper-IgCl, by 70%. In addition, rIFN-y administration signifi-
cantly decreased the anti-DNA IgCl titers and prevented the occurrence of anti-glomerular basement membrane
and anti-laminin IgGl Abs as well as the formation of immune deposits in rénal glomeruli. These effects were not
caused by the abrogation of chimerism, as indicated by the persistence of donor-type B cells in lymph nodes and
of Igs bearing donor allotype in sérum. MLC experiments indicated that the major efiect of early rIFN-y admin-
istration was to restore the production of IL-2 and IFN-y by donor-specific T cells while these cells still secreted
significant amounts of IL-4 and IL-10. Unresponsiveness of antidonor cytolytic T cells was not influenced by
rlIFN-y. We conclude that rIFN-7 prevents the TH2-type response induced by the néonatal injection of semiallo-

geneic spleen cells and the associated pathology.

s originally described by Medawar et al. (1), the

néonatal inoculation of semiallogeneic cells results
in a State of allotolerance, which allows for the per-

The Journal of Immunology, 1994, 153: 2361.

IFN-yby donor class Il MHC-specific CD4'* cells (2,3). The
latter cells are not deleted, but differentiate into TTi2-like
cells, as indicated by their production of IL-4 (3). In vivo,

sistence of donor cells in lymphoid organs. 'Whenth¢@® aaoreactive Th2-like cells activate donor B cells de-

(C57Biy6 X BALB/c)Fi or (A/J X BALB/c)Fj hybrid spleen
cells (SQ® are injected i.p. inio BALB/c newboms, néonatal
tolérance involves clonal délétion of donor class 1 MHC-spe-
cific CDS™ cells, as well as déficient production of IL-2 and
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rived from the néonatal inoculum to produce high levels of
IgE and IgGl Abs (4-7). Indeed, the interactions bet™een
host T cells and donor B cells resuit in the so-called host-\'s-
graft (HVG) disease, which resembles SUE in that it is char-
aaerized by the production of varions autoantibodies, includ-
ing anti-nuclear Abs, and by immune deposits in several
tissues, including the kidney, in which a membranous glo-
merulonephritis develops (8).

The factors that lead to the différentiation of alloreac-
tive CD4"" cells into Th2-like cells after néonatal injec-
tion of allogeneic cells are unclear. Because néonatal T
cells produce high levels of IL-4 as compared with adult
T cells (9, 10), we reasoned that a disequilibrium in the
production of IL-4 and IFN-y at the initiation of the
alloreactive response might be involved. We el\aluated
this hypothesis by injecting rIFN-7 at the time of cell
transfer and assessing the effects of this treatmeni

00'2;-:767.'¢<4's0;.(i0
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on the HVG disease and on the profile of cytokines
secreted by alloreactive T cells in MLC.

Materials and Methods
Mice and néonatal induction of HVC disease

BALB/c (H-:**). A/J (H-2"), and C57BU6 (H-2") mice were purchased
from Harlan CPB (Zeisi, The Neiherlands), the Centre National de la
Recherche Scientifique (Orléans, France), and Iflfa Credo (FArbresle,
France), respectively. (A/JJXBALB/c)Fj hybrids were bred at our own
colony. H\'G disease was induced in BALB/c mice by the i.p. injection
of 108 (AOXBALB/C)F, hybrid SC wiihin the first 24 h of life. Control
animais were BALB/c mice ihat were left untreated.

In vivo treatmen? with rIFN-y

rIFN-y derived from Escherichia coli was given i.p. on days 1 and 3 after
the néonatal injection of semi-allogeneic cells. ITie biologie activity of
this préparation was 5 X 10® fU/mg.

Détermination of chimerism

First, by using an ELIS.A, we determined the presence of donor-rype
(A/J) allotype on circulating Igs of neonatally injected mice. Plates were
coaied with a purified mouse IgGl mADb directed against the )g* aUotype
expressed on IgG2b molécules of the A/J strain (4). After incubation of
sérum dilutions, bound Igs were revealed by a biotinylated goat anti-
mouse 1gG2b antiserum (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Results
were expressed as percentages of the allotype levels présent in sérum of
(A/IXBALB/C)Fi mice.

Second, ceUular chimerism in lymph nodes (LN) was assessed by flow
cytometry with the use of anti-donor MHC class 1 mAb. Briefly, 5x10®
cells were incubated with 1 jxg of FITC-conjugated anti-H-2 K®& mAb
(FharMingen, San Diego, CA) and the percentage of fluorescent cells was
determined with a fluorescence-aaivated cell sorter (FACStar"'; Be'cton
Dickinson, Mountain View, CA). In control experiments, 100% of LN
cells from (A/JxBALB.'e) Fj mice were stained positively by this mAb.
To détermine the nature of chimeric cells, a sériés of experiments in-
cluded double-staining with phycoerythrin-conjugated anti-B220 mAb
(PharMingen), biotinylated anti-CD8 mAb, or phycoerythrin-conjugated
anti-CD4 mAb (Becton Dickinson, San José, CA).

Quantification of lg isotypes

Blood samples from 3-wk-old mice were obtained by retro-orbital puncture.
As desoibed previousIx' (4), sérum levels of IgE. 1gGl, IgG2a, 1gG2b, and
IgM were measured by solid-phase EUSA with the use of isotype-specific
antisera obtained from Sigma Chemical Co., except for rabbit anti-mouse
IgE antiserum, which was purchased from Miab (Uppsala, Sweden).

Détection of autoantibodies

Anti-ssDNA Abs were determined by solid-phase ELISA, as described
previously (11). Briefly, sérum dilutions were incubated in plates pre-
coated with ssDNA prepared from calf thymus DNA (Sigma Chemical
Co.). Anti-DNA Abs were revealed by alkaline phosphaiase-conjugated
isotype-specific antiserum (Sigma Chemical Co.). Results were ex-
pressed in titration units by référencé with a pool of sera from autoim-
mune HVG mice. Similar solid-phase ELISA tests w'ere used to measure
anti-glomerular basement membrane (GBM) Abs by using purified rat
GBM. which was kindly provided by Dr. J. Weening (University of Am-
sterdam. .~sterdam. The Netherlands), and anti-laminin Abs, by using
purified laminin (Sigma Chemical Co.). as described previously (12).

Rénal immunopathology

Rénal tissue was snap frozen in CO; ice-cooled isopenlane. Two-mi-
crometer sections were eut. air-dried. washed three times in PBS, fixed in
acetone-éthanol solution for 5 min and in 100% éthanol for 10 min. and
rewashed in PBS. To detect Ig deposits in rénal tissue. direct immuno-
fluorescence was performtd with fluorescein-conjugated goat antiserum
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directed against mouse 1gG or IgGIl (Nordic Immunology, Tilburg, The
Netherlands). The sections were incubated with the antiserum for 1 h at
room température, rinsed three times in PBS, and mounted in Fluoprep
(Biomérieux, Belgium). Sections were examined with a Leitz Orthoplan
fluorescence microscope and scored for immunofluorescence intensity on
a scale graded from O to 4-I-.

Measurement of CTL activities

MLCs were prepared between 5 X 10® unseparated responder SC and 5 X
10® irradiated SC from (A/JXBALB/c)F, or C57B126 mice in 2 ml of culture
medium. After incubation for 5 days at 37®C, effector cells w'ere harvested
and resuspended with chromium-labeled BALB./c, (A/JxBALB/c)F, or
C57B126 target cells, as described previously (13). After 4 h of incubation,
®’Cr release was measured in a gamma counter. Spontaneous and maximum
®’G release were quanrified by culruring the target cells in medium and acid,
respectively. Results are ex-pressed as the percent spécifie lysis (cpm exper-
imental release — cpm spontaneous release/com maximum release — cpm
spontaneous release) at E:T ratios that varied from 10:1 to 100:1.

Lymphokine production in MLC

Single cell suspensions of spleen were obtained by teasing the tissue in
RPMI 1640 medium. Culture medium was RPMI 1640 supplemented with
10% F(2S, 1% pyruvate, 1% glutamine, 1% nonessential amino adds, and
5 X 10“®@ M 2-ME. MLCs were prepared in duplicate at 37“C in 10% CO-
between 2.5 x 10® nylon wool-enriched splenic T cells and 2.5 x 10® ir-
radiated SC from donor-type (A/IJXBALB/c)F, hybrids or third party
C57BU6 mice. Supematants were hanested after 24 h for IL-2 détermina-
tion and after 72 h for IFN-y, 0.-4, and 0.-10 assays. 0.-2 was measured
with a comroercially available EUSA Kit (Genzyme, Cambridge, MA). As
described previously (14, 15), IPN-y and 0.-10 also were quantified by a
two-site EUSA with the use of the foUowing mAbs: F,, provided by Dr. A.
Billiau (Katholic University of Leuven, Belgium) and Db-1, proxided by Dr.
P.H. Van Der Meide (TNO Health Research, The Netherlands) for the IFN--y
assay; and JES5-2A5 and SXCI (PharMingen, San Diego, CA) for D.-10.
E.-4 activity of MLC supematants was evaluated by their ability to increase
MHC class O expression on fresh splenic B cells in culture, as described
previously (13). Briefly, B cell préparations were obtained from A/J mice by
lysis of T cells with anti-Thy-1.2 mAb and C. After IS h of culmre with 75%
of MLC supematants, indicator B cells were harvested, stained with FTTC-
acenjugated anti-mouse I-A*" mAb (PharMingen), and assayed for intensity of
I-A® Ag expression by FA(2S analysis. The lower limit of deteaions of 0.-2,
OT4-7, D.-10, and IL-4 were 15 pg/ml, 15 U/ml, 2 U/ml, and 0.5 U/ml,
respectively.

Results

Early administration of rIFN-y prevents IgE
hyperproduction after néonatal injection of
semiallogeneic SC

Because sérum hyper-IgE is a reliable marker of FT\'G
disease, we first evaluated the efifects of various dosages of
rIFN--y on IgE sérum levels. rIFN--y was given in txx'o di-
vided doses on days 1 and 3 after binh and IgE levels were
measured at 3 wk, a time point that corresponds to their
peak values (6, 16). As shown in Figure 1, a significant
decrease of IgE levels was already obserxed with an
rIFN-y dose of 2 pg. whereas the maximal effect corre-
sponding to a 909é réduction in sérum IgE was obtained
with a dose of 20 pg. Therefore, the latter was chosen for
additional experiments.
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FIGURE 1. The effect of rIFN--y administration on IgE sé-
rum levels in 3-wk-old mice. Results represented are the
nean 1 SEM of 8 to 24 mice per group. rIFN--y was given in
M'O divided doses on days 1 and 3. *, p < 0.05 as compared
with HVC mice; **, p < 0.001 as compared with HVC mice.

IFN-y does not prevent the establishment of
lymphoid chimerism

Because there is evidence that donor-type B cells are re-
sponsible for the hyperproduction of Igs (4-7), we as-
sessed the eflfects of rIFN-y on the establishment of chi-
merism. First, we enumerated H-2K"-positive cells in LN
of 3-wk-old mice. Although the percentage of donor cells
was somewhat lower in rIFN-y-treated mice, these mice
remained clearly chimeric (Table I). Double staining ex-
periments, which are shown in Figure 2, indicated that
donor B cells, as well as CD4* and CD8" cells, were
présent in LN of HVG mice and that their relative propor-
tions were similar in control and rIFNy-treated mice.

Chimerism was confirmed by measuring the sérum lev-
els of Igs that bear the Ig® allotype spécifie of the A/J
strain. As shown in Table I, the levels of Ig'-positive Igs
were not influenced by the néonatal administration of
rIFN-y, thus indicating the persistence of donor B cells
engaged in the production of Abs. In control experiments,
H-2K**-positive cells and Ig'-positive Igs were undetect-
able in mice that received the donor inoculum at day 4
after birth, which confirmed that chimerism is only in-
duced when the néonatal injection is given within the first
48 h of life (1).

rIFN-y modifies the isotypie profile of sérum Igs and
anti-DNA Abs

As reported in previous studies (5, 6), HVG mice dis-
played increased sérum levels of ail IgG isotypes and IgM.
Although rIFN-y administration entailed a 70% réduction
in IgGIl sérum levels, it did not significantly modiri' the
hyperproduction of other isotypes, whereas there was a
trend toward a decrease in IgM levels and an increase in
IgG2a levels (Table IlI). The déterminations of anti-DNA
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Table I. rIFN-y administration does not abrogate cellular
chimerism
Donor-Derived H-2K" Donor Allotype

Mice” Cells in LN (%) Sérum Levels (%)
BALB/c Controls <1 <2
HvC 9.6 =; 0.4® 19.8 = 1.1®
HVC + rlFN-7 57 + 0.7® 23.5 = 4.6®
BALB/c mice injected with 10® <1 <2

(A/)xBALB/c)F1 SC on day 4

* Mice (5 10 25 per group) were lested at 3 wk. Results shown are the mean
* SEM.

~p < 0.001 VS BALB/c Controls.
" p < 0.001 VS BALB/c Controls and p < 0.005 vs HVC mice.
p < 0.001 VS BALB/c Controls, but not significantly ditterent trom
HVC mice.

Ab levels also indicated a preferential effect of rIFN-y
treatment on the 1gGl isotype (Table IlI).

rIFN-y treatment reduces glomerular IgC deposits in
HVC mice

Immunofluorescence studies of kidneys of 3-w'k-old HVG
mice revealed IgG deposits in the mesangium and along
the capillary walls in a linear broken pattern (Fig. 3.4).
rIFN-y treatment completely prevented the déposition of
IgG along the capillary walls and also significantly re-
duced the mesangial deposits (Fig. 3B and Table 1V). In-
asmuch as we previously had established that Igs depos-
ited in glomeruli of HYG mice are mainly IgGlI directed
against GBM Ags, including laminin, we determined the
effects of rIFN-y on the sérum levels of these nephrito-
genic Abs. As shown in Figure 4, rIFN-y treatment com-
pletely prevented the occurrence of both anti-GBM and
anti-laminin IgGIl Abs.

Effects of rIFN-y on MLC activities

To détermine the influence of rIFN-y administration on
donor-specific T cell activities, we evaluated cytokine pro-
duaion and CTL génération in MLCs beiween splenic T
cells from HVG mice and irradiated (A/JXxBALB/c)Fj do-
nor-type cells. First, in three independent experiments, we
found that rIFN-y treatment did not interfére with the in-
duction of CTL unresponsiveness as assessed in 3-wk-old
animais. In the experiment presented in Figure 5, spécifie
lysis of (A/J X BALB/c)Fi cells by T cells from HVG
mice was 0% at an E;T ratio of 30:1, as compared with
73% in control unmanipulaied BALB/c mice. In mice that
received rIFN-y in addition to the Fj donor inoculum, spé-
cifie lysis was reduced to 5% under the same experimental
conditions.

In contrast, rIFN-y administration profoundly modified
the profile of cytokines secreted by alloreactive T cells
from HVG mice. As shown in Table V, the pattern of
cytokines produced by T cells from untreated HVG mice
in response to F, donor alloantigens was characteristic of
Th2 cells, inasmuch as they secreted high levels of IL-4
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FIGURE 2. Flow cytometry analysis of
pooled LN cells from 3-wk-old HVC mice
after double staining with anti-H2-K" mAb
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HVG HVG + IFN-Y

and anti-CD4, anti-CD8, or anti-B220 CD8
mAb. Percentages of double-positive cells
are indicated in the right upper quadrant
of each graph.
FLI-H'.R.I-Height -—- >
H2-Kk H2-Kk
Table Il.  rIFN-y administration modulates the hyperimmunoglobulinemia of HVC mice
1gClI IgC2a IgC2b IgC3 IgM
Mice » (pg/ml)* (p-g/ml)* Ipg/ml)’ (pg/ml)’ (pg/ml)*

BALB/c Controls 2,585 =; 482 194 =; 15 63 d: 4 572 i: 85 349 e: 83

HvC 18,195 + 2,902™ 729 * 117" 460 — 47" 1,864 e 452% 3,787 = 485"

HVC -s rIFN-y 7,223 i 1,847* 1,108 r 246* 324 37 1,809 r 299 2,205 =; 461’

“ Ig sérum levels (mean : SEM of fivc to seven mice per group) were measured by ELISA at 3 wk.

~p < 0.005 VS BALB/c Controls.
*P < 0.05 VS BALB/c Controls.

" P < 0.001 VS BALB/c Controls and p < 0.05 vs HVC mice.
" P < 0.005 VS BALB/c Controls, but not significantly different from HVC mice.

and IL-10, whereas their production of IL-2 and IFN-y détectable IL-10, and their sécrétion of IL-2 and IFN-y
was markedly impaired, as compared with Controls. In also was reduced, as reported previously (3. 11). In two
MLCs conducted with third party (C57 BI/6) alloamigens, independent experiments. rIFN-y administration restorcd
the same T cells produce only low amounts of IL-4 and no the ability of donor-specific T cells from HVG mice to
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Table 111  rIFN-y modulatei Ihe isotypie profile of circulating anti-DI"A Abs

Ami-<sDNA Ab Response”

Mice 1gClI IgC2a IgC2b IgC3 IgM
BALB/c Controls 0.1 Z 0.05 14 = 0.2 2.8 = 0.7 15 =1 195 =4
HVC 212 = 32~ 261 = 47" 211 = 60" 313 = 123 311 = 85’
HVC -s rIFN-y 91 = 22n 302 d: 93' 193 = 65' 689 = 228' 159 = 34'

A Anti-DNA sérum levels imean r SEM oi 5 to 15 mice per group) were measured al 3 wk and expressed in tiiralion uniis.
*P < 0.005 VS SalB/c conuols.
P .< 0.05 VS BALB/c Controls.
“p < 0.005 VS BALB/c Controls and p < 0.05 vs HVC mice.
* P < 0.005 VS BALB/c Controls and not significantly different from HVG mice.
"P < 0.05 VS BALB/c and not significantly different from HVC mice.

FIGURE 3. Immunofluorescence studies for IgG of kidneys of rIF\'--y-Ueaied and HVC mice. A) Kidney of a 3-wk-old HVC
mouse showing IgG deposits in lhe mesangium and along the glomerular capillary walls in a predominani linear pattern
(X400). B} Kidney of a 3-wk-old rIF\'-y-trealed HVC mouse showing absence of IgG deposils along the capillary walls and
reduced mesangial immune deposils (X400l.
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Table IV. rIFN-y administration reduces rénal Ig deposits™
1gC Deposils IgCl Deposits
Mice Mes ov Mes cw
BALB/c Controls + 0 + 0
HVC “r-i- +
HVC + rIFN-y - > 0

“ Mice (10 per group) were analvzed al 3 wk. Results represent the immu-
nofluorescence iniensit¢' score on a scale graded from O to 4-i-. Mes, mesangial
deposils; CW, deposils along capillars- walls.

secrete IL-2 and IPT'J-€ to normal or even supranormal
levels. In parallel, the déficient production of IL-2 and
IFN-7 in MLCs conducted with third pany alloantigens
was also corrected. Significant levels of IL-4 and IL-10
were produced by T cells from rlIFN-y-treated HVG mice
in response both to donor and third party alloantigens
(Table V).

Discussion

This study establishes that early administration of rIFN-y
profoundly influences the HVG disease induced by néo-
natal injection of semiallogeneic SC. This finding was first
indicated by a 90% decrease in sérum IgE and and a 70%
decrease in sérum IgGl. In respect to autoantibodies, anti-
DNA 1IgGl levels were significantly lowered in rEFNy-
treated mice, whereas the occurrence of anti-GBM and anti-
laminin 1gGIl was completely prevented. Because the latter
autoaniibodies were previously found to play a critical réle in
the rénal immunopathology of HVG mice (12), this might
explain how rlIFN-y strongly inhibited the development of im-
mune deposits in glomeruli. AJthough rEFNy was also showm
to reduce IgGl and IgE sérum levels in murine chronic graft-
vs-host disease, it did not influence animal sur\'ival in this
model (17). On the other hand, spontaneous lupus-like dis-
eases were found to be accelerated by administration of IFN
préparations (18-20), which indicates that rIFNy might have
very different efifects in systemic autoimmune diseases, de-
pending on the mechanisms involved in the activation of au-
toreactive B cells.

Because F, donor B cells were found to be responsible
for the hyperproduction of Igs in HVG mice (4-7), it was
important to déterminé whether rIFN-y treatment inter-
fered with the development of lymphoid chimerism. This
was found not to be the case, as assessed by the presence
of B cells expressing donor class I MHC molécules in LN
3 wk afier the cell transfer. Moreover, the sérum levels of
Igs that bear a donor-type allotypie marker were not mod-
ified by rlIFN-y administration. Although this parameier
might not reflect the degree of chimerism, it demonstrates
the persisience of donor B cells engaged in the sécrétion of
Abs. Likewise, the hyperproduction of IlgG2a and IgG3
was not inhibited in rIFN-y-treaied mice and, although
there was a trend loward a decrease in total, as well as
anti-DNA IgM levels, statistically significant effects of
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FIGURE 4. The effect of rIFN-y administration on anti-

GBM and anti-laminin 1gGIl sérum levels in 3-wk-old mice.
Results expressed in titration units were obtained from pools
of three to five mice per group.

rIFNy were observed only for the IgE and IgGl isotypes
that are known to be IL-4-dependent (21). Indeed, the ef-
fects of anti-IL-4 mAb administration observed by Schur-
mans et al. (6) were very similar to those obtained by
néonatal administration of rIFN-y. In rIFN-y-treated mice,
the inhibition of B cell hyperactivity could be related to a
direct action of rIFN-y administered at birth on the in-
jected donor B cells, as well as to restoration of endoge-
nous IFN-y production by antidonor T cells. Both effects
might contribute to the preferential inhibition of IL-4-de-
pendent isotypes, which also has been observed during a
classical immune response in adult mice (22).

In addition to IL-4, other cytokines are involved in
HVG disease. Thus, we recently have reported that mac-
rophage-derived IL-6 plays a réle in donor B cell stimu-
lation (23). In this study, donor-specific T cells from HVG
mice were found to produce IL-10 in addition to IL-4, thus
confirming their Th2 profile (24). In the course of HVG
disease, IL-10 might synergize with IL-4 in the activation
of donor B cells (25) and could also be involved in the
nonspecific immunosuppression of Thl activities, as illus-
trated by the déficient IL-2 and IFN-y production in re-
sponse to third party alloantigens. This finding would be
consistent with our recent observ-ation that IL-10 neutral-
ization restored the defect of IFN-y production in re-
sponse to polyclonal T cell activation (our manuscript in
préparation).

Several factors might be responsible for the différenti-
ation of donor-specific CD4" cells into Th2 cells after
néonatal injection of allogenic cells, including the délétion
of donor-specific CTLs (26), the présentation of alloanti-
gens by B cells (26), and the imbalance in the production
of IL-4 and IFN-y by néonatal T cells, which are known to
be high IL-4 producers (9, 10). Indeed, data from murine
models of leishmaniasis indicate that the IL-4/IFN-y bal-
ance at the initiation of the immune response critically
influences the différentiation of parasite-specific CD4*
cells into Thl or Th2 cells (27-29). In HVG disease, early
administration of rIFN-y clearly prevented the develop-
ment of a Th2-type response, as indicated by the normal
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FIGURE 5. The effect of rIFN-7 ad-
ministration on CTL activity against
donor cells. Either 5 x 10* SC from
HVG mice (¢), control mice (O), or
rIFN-7-treated HVG mice (V) were
cultured for 5 days with the same
number of F, donor-irradiated SC, fol-
lowed by a ~’Cr-release assay on do-
nor-type blast cells, as described in
Materials and Methods. Data are
shown as the percent spécifie lysis at
different E:T ratios.

E;T RATIO 10:1

Table V. Effect of rIFN-y on cytokine production in MLC*

(A/JIXBALB/Cc)F, Stimulators

IL-2 -~ IL-4
Responders (Pg/ml) (U/ml)
BALB/c Controls 51 43.5 145
HVG <15 <15 238.5
HVG -h rIFN-7 279 60.7 no
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O Controls

« HVG

N HVG - IFN-7

30:1 100:1
C57 BI/6 Stimulators
IL-10 IL-2 IFN-7 IL-4 IL-10
(U/ml) (pg/ml) (U/mly (UIml) (U/mi)
<2 350 165.1 115 <2
11.6 <15 80.6 3 <2
8.3 490 137.9 69 4.5

“ MLCs were prepared between 2.5 XIO* responder T cells and 2.5 X 10° irradiated stimulator SC. Cytokine levels in MLC supernatants were measured as
described in Materials and Methods. Results are values obtained with a pool of three to six mice per group.

levels of IL-2 and IFN-y secreted in MLCs. However, al-
loreactive T cells still produced IL-4 and IL-10. Experi-
ments at a single-cell level are required for a précisé in-
terprétation of these data in terms of T cell subsets, but
they suggest that the néonatal injection of rIFN-y pro-
moted the différentiation of alloreactive T cells into ThO-
type cells (24). Although the response of rIFN-y-treated
mice did not prevent the establishment of chimerism, the
number of donor cells was significantly lower in LN of
those animais compared with LN of untreated HVG mice.
As rIFN-y-treated mice did not generale antidonor CTLs
in MLC, thus indicating a lack of antidonor MHC class |
cytotoxic activity, it is possible that their CD4' cells were
able to médiate the rejection of some donor cells. AJong
this line, we obseived that the neonaial injection of rIFN-y
completely abrogbted tolérance to a donor-type skin graft
(data not shown). This resuit might be related to the res-
toration of rIPTV-y production by donor-specific CD4'
cells (30).

Finally, this study extends préviens obseivations made
in studies of experimental leishmaniasis (31), which sug-
gest that rIFN-y could be useful in the treatment or pré-
vention of immunopathologie syndromes mediaied by Th2
cells. Indeed, recently we reported dramatic effecis of
rIFN-y administration in Omenn's syndrome, a congénital
form of human immunodeficiency associaied with hyper-
eosinophilia and expansion of Th2-type cells (32). Certain
forms of mycobacierial diseases (33) and early stages of

HFV infection (34) are other examples of pathologie set-
tings associated with TH2 activities in which immunoint-
ervention with rIFN-y might prove to be bénéficiai.
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4. L’ADMINISTRATION D’IFN-v RESTAURE LE REJET DE GREFFE DE
PEAU MAIS NE MODIFIE PAS LE CHIMERISME APRES L’ INJECTION
NEONATALE D’ALLOANTIGENES

Données non publiées.

Dans ce travail, nous avons déterminé [IefiFet de I’administration d’IFN-y sur
Ilinduction de la tolérance de transplantation aprés [I’injection néonatale
d’alloantigénes.

Nous avons suivi le méme protocole expérimental que dans le travail précédent, les

souris étant greffées a I’age de 4 semaines avec de la peau de souris A/J.

Nous avons observé que I’administration précoce d’IFN-y restaure la capacité de
rejetter une greffe de peau de type donneur. La persistance des cellules du donneur
ayant été démontrée chez ces animaux, il existe donc dissociation entre le chimérisme

lyn~hoide et le rejet d’allogreffe.

Ces observations démontrent que I’établissement du chimérisme est une condition
nécessaire mais non suffisante pour maintenir la tolérance de transplantation dans ce
modele. Chez les animaux traités avec de I'lFN-y, le rejet de la greffe de peau dépend
probablement de la sécrétion endogéne d’IFN-y par les lymphocytes T alloréactife alors
que I’incapacité de rejetter les cellules du donneur injectées a la naissance pourrait étre

secondaire a I’absence de lymphocytes CD8+ cytotoxiques allospécifiques.
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DISSOCIATION ENTRE CHIMERKME ET TOLERANCE DE
TRANSPLANTATION APRES INJECTION NEONATALE
D’ALLOANTIGENES

Introducti»D

Le chimérisme lyn~jhoide et la survie prolongée d’une alTogrefife sont le plus souvent
associés aprés I’injection néonatale de cellules semi-allogéniques (1, 2, 3). Les
mécanismes par lesquels le chimérisme intervient dans I’induction de la tolérance sont
incomplétement compris. Lorsqu’il existe une disparité d’antigenes de classe | et de
classe 1l, comme dans le modéle que nous avons étudi€, les animaux présentent une
tolérance dissociée. Alors que des lymphocytes CD4+ alloréactifs de phénotype TH2
peuvent persister chez les animaux tolérants, les lymphocytes CD8+ allospécifiques
sont éliminés ou inactivés dans le thymus (4, 5, 6). L’établissement du chimérisme joue
un rble prépondérant dans ce double phénomeéene. D’ime part, la dififérentiation des
cellules CD4+ en TH2 dépend d’une interaction étroite entre les cellules du donneur et
les lymphocytes naife chez le nouveau-né (Schurmans 1994). D’autre part,
I’introduction des cellules allogéniques dans le thymus des animaux receveurs peut
induire la délétion clonale des cellules cytotoxiques allospécifiques. Dans certaines
souches de souris résistantes a I’'induction de tolérance de transplantation, la perte
progressive du chmérisme comcide avcc la ré-apparition de cellules CD8+ anti-
donneurs (7).

Des travaux récents ont également mis en évidence une association entre le chimérisme
et la survie prolongée d’allogreffe en transplantation clinique (8). La contribution du
chimérisme a I’acceptation de la greffe dans ces cas n’est pas établie. La migration des
cellules du donneur dans les organes lymphoides du receveur pourrait étre la
conséquence et non la cause d’une certaine forme de tolérance a I’égard des
alloantigénes.

Dans le travail suivant, nous avons étudié la relation entre le chimérisme lymphoide et
la survie d’une greffe de peau, aprés injection néonatale d’alloantigénes, dans deux
situations différentes. Premiérement, nous avons veérifié que le rejet de greffe de peau
observé chez certaines souris uniqguement injectées avec des cellules semi-allogéniques,
n’était pas du a un défaut d’induction de chimérisme. Deuxiemement, nous avons
observé que I’'administration précoce d’interféron-gamma (IFN-y), aprés I’injection
néonatale d’alloantigéne, permettait de restorer le rejet d’une greffe de peau donneur-
spécifique sans interférer avec I’'induction du chimérisme. Dans ces deux conditions
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nous avons donc démontré que la persistence du chimérisme lymphoide n’était pas une
condition suffisante pour induire une tolérance de transplantation.

Matériel et méthodes

Souris et induction néonatale de tolérance

Les souriceaux nouveau-nés BALB/c sont injectés par voie intra-péritonéale, au cours
des 24 premiéres heures de vie, avec 10* ceUules spléniques semi-allogéniques
provenant d’un animal hybride de premiere génération FI(A/JXxBALB/c). Les animaux
témoins sont des souris BALB/c non manipulées.

Administration in vivo d’IFN-y

Dans certains expériences, les souris injectées a la naissance avec les cellules semi-
allogéniques, ont recu 2x1 Opg d’IFN-y, injectés par voie intra-péritonéale, auxjours |
et 3 aprés la naissance.

Mesure du chimérisme

Deux méthodes ont été utilisées:

Premiérement, nous avons mesuré dans le sérum, les taux d’immunoglobulines
produites spécifiquement par les cellules du donneurs. Ces immunoglobulines sont
détectées lors d’un test ELISA utilisant.un anticorps monoclonal reconnaissant
I’allotype Ig® des 1gG2b de la souche A/J. Les résultats sont exprimés en pourcents par
rapport aux taux d’allotype mesurés chez une souris FI(A/IXBALB/c).

Deuxiémement, le chimérisme lymphoide a été confirmé par la détection directe des
cellules du donneur au niveau des ganglions lymphatiques des animaux receveurs. Dans
ces expériences, nous avons utilisé un anticorps monoclonal couplé a la biotine et
reconnaissant spécifiquement I’antigéne de classe | (Ia") du donneur. Le pourcentage
de cellules fluorescentes a été déterminé a I’aide d’un cytofluorographe. Dans des
expériences contrdles, 100% des cellules provenant des ganglions lymphatiques de
souris FI (A/JxBALB/c) étaient positives dans ce test.

Greffe de peau

Les greffes de peau ont été réalisées chez des souris agées de 4 semaines, en utilisant
de la peau prélevée au niveau de la queue de souris A/J. Le rejet a été défini comme la
perte totale de la greffe.
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Résultats

Survie de greffe de peau et chimérisme aprés injection néonatale de cellules semi-
allogéniques

Comme attendu, I’injection néonatale de cellules semi-allogéniques prolonge
significativement la survie d’une greffe de peau provenant de la souche donneuse
(Figure 1). Parmi ces animaux, on peut distinguer 2 groupes: Un premier groupe est
constitué par les souris chez lesquelles la greffe survit au-dela du cinquantieme jour
apres la transplantation. Ces animaux sont défini comme hautement tolérants. Un
deuxiéme groupe est représenté par les animaux présentant vme tolérance
intermédiaire, chez lesquels la survie de greffe est significativement plus longue que
chez des souris contrbles (Tableau 1), mais limitée, ne dépassant pas trente jours. Chez
les souris hautement tolérantes, les greffes de peau subissent des modifications
morphologiques les distinguant clairement de greffes syngéniques réalisées lors
d’expériences controles.

La mesure des taux d’allotype du donneur dans ces deux groupes indique que le rejet
observé chez 50% des souris n’est pas du a un défaut d’induction de chimérisme. En
effet, les taux sériques d’allotype mesurés a trois semaines sont identiques dans les
deux groupes (Tableau I).

Effet de I'IFN-y

L’administration de 20 pg d’IFN-y recombinant permet la restoration du rejet de greffe
chez les souris injectées a la naissance avec des cellules semi-allogéniques, tous les
animaux, rejettant leur greffe avant le 25éme jour (Figure 1).

Ce traitement, par contre, n’interfére pas avec I’induction de chimérisme. Les souris
ayant recu de I'lFN-y, présentent des taux sériques d’allotype mesurés a trois semaines
similaires a ceux observés aprés la simple injection néoantale de cellules semi-
allogéniques (Tableau I). Ces résultats sont confirmés par la visualisation directe des
cellules du donneur dans les ganglions lymphatiques d’animaux agés de 3 semaines. 5.7
+0.7 % des cellules présentes dans les ganglions lymphatiques sont marquées par un
anticorps reconnaissant spécifiquement les cellules du donneur. Chez des animaux
contrdles non injectés, on ne détecte pas de cellules marquées de fecon non spécifique.
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Discussion

Ces résultats démontrent que, dans le modele d’injection néonatale d’alloantigenes, le
chimérisme est ime condition nécessaire mais non suffisante pour induire une tolérance
de transplantation. Alors que nous n’avons jamais observé de survie prolongée
d’allogreffe en I’absence de chimérisme, certaines souris peuvent en méme temps
rejetter une greffe de peau et tolérer de fagon prolongée les cellules du donneur
mjectées a la naissance. D’autres modéles d’induction de tolérance ont démontré de
facon similaire qu’il pouvait exister une dissociation entre le chimérisme et la tolérance
vis-a-vis d’une allogreffe (9). Différents mécanismes peuvent intervenir dans ce
phénomene.

Chez les souris qui non pas regu d’IFN-y, les taux sériques d’IgE, reflettant I’activité
biologique de I'lL-4, sont similaires dans le groupe des animaux qui rejettent une greffe
de peau et dans le groupe des animaux hautement tolérantes (données non montrées).
Le défeut de tolérance de transplantation n’est donc pas secondaire a un défeut de
différentiation des cellules CD4+ alloréactives en lymphocytes de type TH2. Au
contraire, ces cellules pourraient intervenir dans le rejet différé observé chez ces
animaux. En effet, certaines expériences ont montré que des cellules TH2 sont capables
de médier des réactions d’hypersensibilité retardée (10) et peuvent induire certaines
formes de rejets chroniques, associées a un infiltrat riche en éosinophiles (11). En
comparison avec les souris injectées avec un plus petit nombre de cellules semi-
allogéniques, les animaux étudiés dans ce protocole développent en méme temps une
immunopathologie plus sévére et une moins bonne tolérance a I’égard d’une greffe de
peau provenant du donneur. Des réactions médiées par des anticorps ou des dépdts de
complexe immuns au sein de la greffe pourraient également contribuer au rejet chez ces
animaux.

Chez les souris traitées par I'lFN-y, les mécanismes intervenant dans la dissociation
entre le chimérisme et le rejet d’une greffe de peau sont probablement différents.
Comme nous I’avons précédemment observé, I’administration d’IFN-y restore la
production d’IL-2 et d’IFN-y par les lymphocytes CD4+ alloréactifs (12). La
production de cytokines THI, en particulier d’IFN-y, par ces cellules joue
probablement un role fondamental dans la restoration du rejet. En effet, en cas de
disparité d’antigene de classe I, le rejet d’une greffe de peau dépend essentiellement
de la production d’IFN-y (13). Les souris ayant recu de I’lFN-y secrétent également
des taux accrus d’lgG2a, Ces anticorps cytotoxiques capables d’activer le complément
pourraient participer au rejet.
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En parallele, les souris traitées a riFN-y restent incapables de rejetter les cellules du
donneur injectées a la naissance. Les cellules du donneur circulantes chez ces animaux
sont en grande partie constituée des lymphocytes B, dififérenciés en plasmatocytes
exprimant essentielement des antigenes de classe I. La reconnaissance et le rejet de ces
cellules pourrait donc dépendre de la présence de lymphocytes CD8+ cytotoxiques
compétents. Or, comme nous I’avons vu (12), le traitement par I’IFN-y ne permet pas
de restorer les fonctions cytotoxiques des lymphocytes CD8+ allospécifiques, ces
cellules étant probablement éliminées durant la période néonatale.

Enfin, d’autres modéles ont mis en évidence une dissociation entre le rejet de greffe de
peau et I’acceptation d’un autre organe (14). L’ immunogénicité particuliére de la peau
pourrait notamment étre liée a la présence d’antigénes spécifiques (15,16) ou a
I’efficacité particuliére de la fonction de présentation d’antigénes par les cellules de
Langerhans de la peau.



Figure 1; Survie des greffes de peau



Tableau I; Taux d’allotype dans le sérum de souris &gées de trois semaines

Traitement néonatal N Survie moyenne greffe  Allotype du
de peau (jours) donneur (%)
Néant 10 1441 <2
10* cellules 9 <50 18.2+4.8

(AJIXBALB/C)FI ip

10* cellules 9 21+2" 12.6+3.1%
(AIIXBALB/C)FI ip

10* cellules 14 19+1* 23.4+4.6%
(A/IxBALB/c)FI ip + 20

PYIFN-y

Les résultats représentés sont des moyennes + SEM.
p<0.01 con”aré aux souris contréles non injectées

Non statistiguement dififérent comparé aux taux mesurés chez les souris hautement
tolérantes
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5. LA NEUTRALISATION PRECOCE DE L’IL-10 N'EMPECHE PAS
L’ INDUCTION DE TOLERANCE.

Early neutralization of IL-4 but not of IL-10 abrogates néonatal induction of
transplantation tolérance in mice. V. Donckier, M. Wissing, D. Abramowicz, C.

Bruyns, M.L, Vanderhaeghen, M. Lybin and M. Goldman. Transplant. Proc. 1995;
27:186.

LTL-10 pouvant également influencer la différenciation des lymphocytes T CD4+,
nous avons étudié le role de cette cytokine dans I'induction de la tolérance de
transplantation apreés I’injection néonatale de cellules semi-allogéniques.

Des souris BALB/c ont recu 1 mg d’anticorps monoclonal anti-IL-10 aux jours 1 et 3
aprés I’injection néonatale de cellules semi-allogéniques. Les taux sériques d’IgE ont
été mesurés a 3 semaines. Les greffes de peau de type donneur ont été réalisées a 4
semaines.

Nous avons observé que I’administration précoce d’anticorps anti-IL-10 n’empéche
pas I'induction de la tolérance de transplantatioa Les animaux traités avec I’anticorps
neutralisant tolérent une greffe de peau de la souche donneuse de la méme fecon que
des animaux traités avec I’anticorps témoin.

Parallelement, la neutralisation précoce de I'IL-IO ne modifie pas I’hypersécrétion
d’IgE chez les animaux injectés a la naissance de cellules semi-allogéniques.

Ces résultats démontrent que I'IL-10 n’intervient pas de fagon prépondérante dans
I’induction néonatale de la tolérance de transplantation. Les taux élevés d’IgE mesurés
chez les souris traités précocement avec I’anticorps anti-IL-10 indiquent également
gu’il persiste une activation préférentielle persistante des fonctions de type TH2 chez
ces animaux.
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NEONATAL TOLERANCE

Early Neutraiization of IL-4 But Not of IL-10 Abrogates Néonatal
Induction of Transplantation Tolérance in Mice

V. Donckier, M. Wissing, D. Abramowicz, C. Bruyns, M.L Vanderhaeghen, M. Lybin, and M. Goldman

EONATAL injection of semi-allogeneic cells in mice
induces a State of tolérance characterized by persis-

MATERIALS AND METHODS
Induction of Tolérance and MAb Treatment

tent NTnphoid chimerism and prolonged sunival of donorgais/c mice were injecied imravenously with 10" (A/JXBALB c)-

type skin graft.’ In several strain combinations, this
tolérance is associated with différentiation of anti-donor
T cells into TH2-type cells secreting high levels of
interleukin-4 (IL-4) and interleukin-10 (IL-10) and with
a lack of antidonor TH] activities as indicaied by défi-
cient interleukin-2 and interferon-gamma production.a
Our previous works demonstrated that this TH2-like
cytokine profile was already présent at the mRNA level !
week aftér néonatal injection of semi-allogeneic celfs."*
Furthermore, the increased IgE sérum levels indicated
that IL-4 was biologically active in tolérant mice." In the
présent study, we investigated whether IL-4 or IL-10 are
invclved in the establishment of néonatal transplantation
tolérance.

F1 spleen cells on the firsi day of life. In vivo neutraiization of IL-4
or IL-10 was achieved by intraperitoneal injection of 1 mg of 11B1!
anti-mouse IL-4 MADb in ascites form or the same amount of JE23
anti-mouse IL-10 MADb gi' fti on dav-s 1 and 3. Control mice were
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(A 6 Néonatal treatment:
¢ 1 None
6 Y/A FIl cells + control mAb
s FlI cells + anti-IL-4 mAb
i2 Hi FIl cells -f anti-IL-10 mAt
z 4 Fig 1. Eflects of anti-cytokine
MADb treatments on IgE sérum
levels (mean = SD of at least
z four mice p>er group) measured
im 3 weeks after néonatal injection
« of semi-allogeneic cells; « P »
0 .02 as compared with mice
treated with control MAb.
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£/VRLY NEUTRAU2AT10N OF IL-4

treaied following ihe same protocol wiih isonpe-maiched irrele-
vAnt MAb (LO DNP).

Skin Grafting

Mice '‘mce grafted al 4 weeks of age using tail skin from {Ai
PIBALB/c)F1 hjbrid mice. Mice thai retained their graft for more
ihan 50 daw were considered as tolérant.

Quantification Of IgE Sérum Levels

Blood samples from 3-week-old mice were obtained by retroorbital
puncture. Sérum levels of IgE were measured by solid-phase
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using isotype-spe-
cific aniisera obtained from Miab (Uppsala, Sweden). The limit of
détection in this lest was 0.016 ng/mL

PE. i'S. ANCp DISCUSSION

First, we verified the efficiency of anti-IL-4 MAb treatment
by confirming previous observations” indicating that péri-
natal anti-IL-4 MADb injection prevented the development
of sérum hyper IgE after néonatal injection of semi-
allogeneic spleen cells (Fig 1). In parallel experiments,
anti-IL.-10 MAb injection did not influence IgE sérum
levels. As shown in Table 1, treatment with anti-IL-4 MAb
almost completely prevented the induction of transplanta-
tion tolérance. Indeed, alihough néonatal injeaion of semi-
allogeneic spleen cells and control MAb led to tolérance in
more than 85" of mice, treatment with anti-IL-4 MADb
resulted in less than 10% of tolérant animais. In contrast,
administration of anti-IL-10 MAb did not influence the
establishment of tolérance (Table 1).

These data indicate that early sécrétion of IL-4 but not of
IL-10 is required for the establishment of néonatal toler-

75

187

TABLE 1. Effects of Périnatal Administration of Anti-IL-4 or
AntML-10 MAbs on Néonatal Transplantation Tolérance

% ol Mice Free of

Rejection
Day Day
Néonatal Treatment N 20 50
None 11 0 0
FI cells -- control MAb 9 88 88
FIl cells + anti-IL-4 MAb 14 35*% r
Fl cells anti-IL-10 MAb 4 75 75

'P < 0.01 as compared with mice ireated with control MAb or anti-IL-tO

MAb.

ance to alloantigens. As IL-4 is known to promote the
différentiation of TH2 cells and to inhibit the production of
TH 1-type cytokines,* we currently investigate the possibility
that abrogation of tolérance by périnatal administration of
anti-IL-4 MADb is related to restoration of antidonor THI
functions involved in allograft rejection.
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6. L’IL-10 INTERVIENT DANS L’IMMUNOPATHOLOGIE INDUITE PAR
L’EVJECTION NEONATALE D’ALLOANTIGENES.

Réle of interleukin 10 in immunopathology induced by néonatal injection of
semiallogenic cells in mice. V. Donckier, D. Abramowicz, M.L. Vanderhaeghen and
M. Goldman, (travail soumis & publication).

Différents travaux ont démontré que I'IL-IO pouvait intervenir comme facteur de
stimulation des lymphocytes B. Chez les souris injectées a la naissance avec des
cellules semi-allogéniques, les lymphocytes alloréactifs de type TH2 stimulent de fagon
polyclonale les lymphocytes B du donneur et induisent de la sorte un syndrome auto-
immun. Les lymphocytes TH2 produisant des taux élevés d’IL-10 en culture mixte,
nous avons étudié le rbéle de cette cytokine dans le développement de
I’immunopathologie chez les animaux tolérants.

Nous avons d’abord vérifié que chez ces souris il existe effectivement une sécrétion
accrue d’IL-10 in vivo. Ensuite, afin de préciser le rble pathogéne de cette cytokine,
nous avons étudié I'effet de I’'administration prolongée d’anticorps anti-IL-10 sur la
sécrétion d’immunoglobulines chez les souris injectées a la naissance avec des cellules
semi-allogéniques.

Des souris de souche BALB/c ont été injectées a la naissance avec 10 cellules
(AxB)FI. Chez ces animaux, nous avor;s évalué la production d’IL-10 in vivo; d’une
part, par des expériences de PCR réalisées a partir de cellules CD4+ purifiées, et
d’autre part, par la mesure des taux sériqgues d’IL-10 apres administration d’un
anticorps anti-CD3 activateur, le 145-2C11. Nous avons ensuite étudié les effets de
I’administration prolongée d’anticorps anti-IL-10, les souris recevant | mg d’anticorps
neutralisant, tous les 2 jours, pendant 2 semaines, apres I’injection néonatale de cellules
semi-allogéniques. Les taux sériques d’IgE, d’IgGl, d’lgG2a, d’IgM et d’anticorps
anti-DNA ont été mesurés chez des animaux agés de 3 semaines. Les animaux témoins
ont regu un anticorps de méme isotype, selon le méme protocole.

Nous avons d’abord observé que [I’injection néonatale d’alloantigénes induisait
I’expression accrue des ARNm codant pour I'lL-10 dans les splénocytes CD4+
d’animaux agés de 3 semaines. Chez ces animaux, I’administration d’un anticorps anti-
CD3 activant les lymphocytes T, induit également la sécrétion de taux accrus d’IL-10.
Par ailleurs, la neutralisation prolongée de [I'lL-10 endogéne par un anticorps
monoclonal atténue [I’hypergammaglobulinémie induite par [I’injection néonatale
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d’alloantigenes. Chez les animaux traités avec I’anticorps anti-IL-10, les taux sériques

d’lgM sont significativement réduits. On observe en outre, une tendance a la réduction
de I’hypersécrétion d’IgE et d’IgGl.

Ces résultats confirment que dans le modéle que nous avons étudié, les souris
tolérantes sécrétent des taux accrus d’IL-10. Les cellules CD4+ participent a cette
hypersécrétion. Chez ces animaux, I'IL-10 joue un réle dans la pathogénie du
syndrome auto-immun, notamment en induisant une hypersécrétion des IgM.

Ces données rejoignent celles observées dans d’autres modéles de maladies auto-
immunes, notamment dans le lupus érythémateux chez I’'homme, et suggérent que la
neutralisation de I'IL-10 pourrait représenter un intérét thérapeutique dans ces
conditions.
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ROLE OF EVTERLEUKIN-10 IN IMMUNOPATHOLOGY INDUCED BY
NEOANATAL INJECTION OF ALLOANTIGENS IN MICE

Introduction

It is known since the works of Medawar that néonatal injection of semi-allogeneic cells
can induce a State of spécifie tolérance to donor tissue (1). In several strain
combinations, the induction of tolérance is associated with the occurence of a lupus-
like autoimmune syndrome characterized by hypergammaglobulinaemia, sécrétion of
autoantibodies,  circulating immune  complexes, lymphosplenomegaly and
glomerulonephritis (2). These mice présent a State of split tolérance; while the anti-
donor CD8+ cells undergo to clonal délétion or inactivation, the anti-donor CD4+ cells
are persistent in adult tolérant mice (3). These alloreactive CD4+ cells display a TH2
phenotype, as they secrete increased levels of IL-4 and IL-10 but are déficient to
produce IL-2 or IFN-y in mixed lymphocyte culture (4). The development of the
autoimmune syndrome is closely related to the induction of chimerism and interactions
between host TH2 cells and donor B cells resulting in host-versus-graft (HVG)
disease. According this, several reports have demonstrated that IL-4, secreted by anti-
donor TH2 cells plays a major réle in polyclonal activation ofdonor B cells, leading to
production ofhigh levels of immunoglobulins, especially of IgE and IgGl isotypes (5).
Nevertheless, the neutralisation oflL-4.does not totally prevent the development ofthe
pathology, suggesting that other mediators are implicated.

It was recently reported that IL-10 could be involved in the pathogeny of SLE
syndroms both in human and in experimental models in mice (6, 7, 8). These studies
have demonstrated that IL-10 participate to the hypersécrétion of IgM, IgG and IgA
and sécrétion of autoantibodies in patients with SLE (7). Moreover, in vivo
neutralization of IL-10 significantly reduced the intensity of the immunopathology in
mice wich spontaneously developped a lupus-like sydrom (8).

The aim of the présent study was first to confirm that mice injected at birth whh
alloantigens secrete indeed increased levels of IL-10, both in vivo and in vitro. Second,
we investigate the possible réle ofIL-10 in the immunopathology in these mice.
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Materiak and methods

Mice and néonatal injection of alloantigen

BALB/c and A/J mice were purchased from Harlan CPB (Zeist, The Nederlands) and
the Centre National de la Recherche Scientifique (Orléans, France), respectively.
(A/IXBALB/c)FI hybrids were bred at our own colony. HVG disease was induced in
BALB/c mice by the i.p. injection of 10" (A/JXxBALB/C)FI hybrid spleen cells within
the first 24h oflife. Control mice were left untreated.

Anti-IL-10 treatment

For in vivo neutralization of IL-10, mice were injected fi'om day | to day 14 with 1 mg
of anti-mouse IL-10 JES5-2A5 in ascites form, given intraperitoneaUy each 2 days. In
control experiments, mice were injected with the same amounts of an isotype-matched
irrelevant mAb (LO-DNP), foUowing the same timing.

Purification of T and CD4+ cells

CD4+ cells were isolated by a combination of nylon wool passage and panning
techniques as previously described (9). Briefly, spleen cells fi*om a pool of 5 mice per
group were enriched for T cells by passage over nylon wool columns after RBC lysis.
T cells were purified by incubation on pétri dishes precoated with anti-rat Igs rabbit
Abs cross-reacing with murine Igs (Dako, Glostrup, Denmark). At this step, the Ig-
negative nonadherent cells were recovered for experiments with purified T cells. The
percentage of T cells in this préparation was of 90% as assessed by flow cytometry
using . For fiirther purification of CD4+ cells, cells were incubated on ice v~th
appropriate dilutions of anti-CD4 mAb. After washing, these cells were incubated on
ice in a surfece-activated cell culture flask (Applied Immune Sciences, Menlo Park, Ca)
precoated with anti-rat Ig rabbit Abs (Dako). The non-adherent population was
discared by gentle washes with cold PBS. To recover the adhérent CD4+ ceUs, 10 ml
of RPMI 1640 containing 10% FCS were added to the flask. After 15 min incubation
at room température, the flask was vigorously shaken and CD4+ cells were harvested
by forceful pipetting. More than 99% ofrecovered cells were CD4+ cells as shown by
FACS analysis using phycoerythrin-conjugated L3T4 anti-CD4 mAb (San José, Ca).

Analysis of IL-10 and IL-4 gene expression

Total RNA was isolated fi'om CD4+ purified spleen cells ff'om HVG and control mice
of 3 weeks of 4ge by guanidium thiocyanate method. the reverse transcription and the
polymerase chain reaction (PCR) have been previously described. PCR primers used
were: IL-10: 5 primer, AAGGCATGCACAGCTCAGCACTGCTC, and 3’ primer.
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CCACCCTGATGTCTCAGTTTCGTATC; IL-4: 5' primer,
AACACCACAGAGAGTGAGCTCGTCT, and 3’ primer,
TGGACTCATTCATGGTGCAGCTTAT, and p-actin housekeeping gene: 5’ primer,
TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC, and 3’ primer,
TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG.

In vivo production of IL-10

In order to détermine the in vivo production of IL-10 induced by the injection of anti-
CE>3 mAb, control and chimeric mice of 3 weeks ofage were injected intraperitoneally
v th 50 pg ofthe 145-2C11 mAb. Sérum levels ofIL-10 were measured by ELISA 5h
after the injection.

In vitro experiments
The ability of splenic T cells from control and chimeric mice to produce IL-10 was
assessed after in vitro stimulation for 72h with PMA-ionophorus ( ).

Cytokines assays

IL-10 levels in sérum or supematent were determined by two-site ELISA using the
JES5-2A5 and SXCI mAbs purchased from Pharmingen (San Diego, CA) as described
elsewhere (10).

IFN-y was quantitated by ELISA using the Db-1 and Fl rat anti-mouse IFN-g mAbs
kindly provided by Dr. P.H. Van Der Meide (TNG Health Research, The Netherlands)
and Dr. A. Biliau (K.U.L. Leuven, Belgium).

Quantification of Ig isotypes and auto-antibodies

Blood samples from 3-weeks old mice were obtained by retro-orbital puncture. As
previously described (11), sérum levels of IgE, 1gGl, IgG2a and IgM were measured
by solid-phase ELISA using the isotype-specific antisera obtained from Sigma
Chemical Co., except for rabbit anti-mouse IgE antiserum, wich was purchased from
Miab (Uppsala, Sweden).

Anti-ssDNA Abs were measured by ELISA, with the use of plates pre-coated vdth
SSDNA prepared from calf thymus DNA (Sigma Chemical Co.) and alkaline
phosphatase-conjugated isotype-specific antiserum (Sigma Chemical Co.) for
révélation. Results were expressed as titration units by reference with a pool of sera
from chimeric mice.
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Resuits

Néonatal injection of alloantigens induces the accumulation of IL-10 mRNA in
CD4+ spleen cells

As shown in Figure 1, PCR experiments performed on CD4+ spleen cells in HVG
mice of 3 weeks of age, demonstrated the accumulation of IL-10 mRNA. In control
uninjected mice ofthe same &age, virtually no expression of IL-10 mRNA was found.
CD4+ lymphocytes of the mice injected with allogeneic cells at birth also display
increased level of IL-4 mRNA, confirming their TH2 phenotype.

Mice injected at birth with alloantigens secrete increased levels of EL-10 in vivo
IL-10 was not détectable in sérum of unstimulated control and HVG mice of 3 weeks
of 4ge. The injection of 50 pg of 145-2C11 anti-CD3 mAb induced the systemic
release of significant amounts of IL-10 in both groups of mice. The sécrétion of IL-10
is significantly higher in HVG mice (Figure 2).

Splenic T cells from mice injected at birth with alloantigens secrete increased
levels of IL-10 in vitro

In order to confirm the resuts that we observed in vivo, we realized in vitro
experiments with purified splenic T cells from control uninjected mice and mice
injected at birth with alloantigens. Using an APC-independent way of stimulation with
PMA and Ca ionophorus, we observe” that T cells from HVG mice secrete higher
levels than Controls (Table I). The same resuits were observed in experiments using
coated anti-CD3 mAb as stimulator (data not shown).

In vivo neutralization of IL-10 modulates Ig sécrétion in chimeric mice

As previously reported, HVG mice treated with control mAb display increased sérum
levels of IgE, 1gGl, IgM and anti-DNA Abs measured at 2 weeks of age (Table II).
Prolonged in vivo neutralization of IL-10 induces a significant réduction of IgM sérum
levels. In parallel, in HVG mice treated with anti-IL-10 mAb, there is a trend toward a
decrease in IgE, IgGIl and anti-DNA Abs but this eSect did not reach statistical
significance. IgG2a sérum levels were unaffected by anti-IL-10 mAb administration. In
control experiments we observed that a similar treatment with anti-IL-10 mAb did not

modify basal immunoglobulin sérum levels in uninjected mice ofthe same age (data not
shown).
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Discussion

In the présent study, we first confirmed at the mRNA level that, in this strain
combination, néonatal injection of semiallogeneic cells induced the différenciation of
TH2 type CD4+ cells. Since a similar phenotype was observed in mixed lymphocyte
culture with alloantigens (4), the TH2-type CD4+ cells that we identified by PCR are
most probably anti-donor cells.

The capacity of T cells from HVG mice to secrete increased levels of IL-10 was
confirmed both in vivo in response to anti-CD3 stimulation and in vitro in experiments
with purified cells. These results are in contrast with previous works demonstrating
that B cells and macrophages are the main source ofIL-10 in SLE patients (6).

IL-10 is involved in the hyperimmunoglobulinaemia in HVG mice. In anti-IL-10
treated HVG mice, a statistically significant réduction was observed only for IgM
sécrétion but there was a trend toward a decrease in IgE, 1gGI and anti-DNA sérum
levels. These results are consistent with previous works demonstrating that IL-10
might synergize with IL-4 in the polyclonal activation of B cells (12, 13). Moreover,
these observations confirme previous data indicating the role of IL-10 in the pathogeny
oflupus-like syndroms in man and in experimental models in mice ( 6, 7, 8).

As anti-IL-10 mAb was administred fi'om the néonatal period, hs effects could be
related either to the inhibition of the différenciation of TH2 cells aller injection of
alloantigens or to neutralization of IL-1.0 secreted by TH2 cells. With the reserve that
we need MLC experiments in anti-IL-10 treated mice to answer to this question, the
first hypothesis appears less probable. Indeed, in contrast with IL-4, IL-10 does not
play a cmcial role in the différenciation ofthe TH2 cells (14); according this we héave
previously reported that early neutralization ofIL-10 did not interfer with the induction
of TH2 activities and transplantation tolérance in mice injected at birth with
alloantigens (15).

The tendency to the diminution of IgE and IgGl suggests that increased endogenous
levels of IFN-y could play a roéle in the modulation of the immunoglobulin
hypersécrétion in anti-IL-10 HVG mice, by inhibition ofthe IL-4 effects on B cells (5).
However, the absence of hypersécrétion oflgG2a in anti-IL-10 treated mice, indicates
that this mechanism is probably not prépondérant as less IFN-y is required to enhance
IgG2a production than to inhibit IgE and IgG 1 production (16).

Finally, in contrast with previous works (17), in control mice, IgM sérum levels were
unaffected by anti-IL-10 administration (data not shown) indicating that under our
experimental conditions no déplétion ofLy. 1 B cell was induced.
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Taken toegether, our data indicate that the efifects ofanti-IL-10 mAb in our protocole
are most probably related to the inhibition ofthe direct stimulation of donor B cells by
IL-10 secreted by alloreactive TH2 cells.

In conclusion, our results extends previous observations underlying the réle of TH2
cells in the development of autoimmune disease. The rbéle of IL-10 in
hyperimmunoglobulinaemia in mice injected at birth with alloantigens that we observed
and the protective effects of IL-10 neutralization in mice wich spontaneously

developped a lupus-like syndrom (8) suggest that IL-10 antagonists may be bénéficiai
in the treatment ofhuman SLE.



Figure 1; Reverse PCR analysis of IL-4 and IL-10 mRNAs in CD4+ cells.



Figure 2; In vivo sécrétion of IL-10 after injection of anti-CD3 mAb



Table I; In vitro hyperproduction

Mice

Controls

HVG

86

of IL-10 (U/ml) by T cells from HVG mice

Stimulus
None PMA-ionophorus
<5 5.6
<5 18.1

T cells were purified as described in material and methods from splenic cells ofa pool

of5 mice per group. IL-10 levels in the supematents were measured by Elisa after 72h

ofculture.
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Table I1; IL-10 neutralization modulates the hyperimmunoglobulinemia in HVG

mice

Mice IgE 19Gl
(Hg/ml) (pg/ml)

BALB/c Controls  0.2510.03 5661132

(N=3)

HVG + LoDNP  5.212.2*  2026716018"
(N=9)

HVG + anti-IL-10  1.2610.3* 1214713636"
(N=10)

Ig sérum levais (meaitfcSEM) were meaSured by Elisa at 2 wk.

" p<0.005 vs BALB/c Controls

1gG2a
(pg/ml)

278130

291125

228132

IgM
(pg/ml)

5119

14141456"

298164

”not signifently different from HVG mice treated with LODNP mAb
A p<0.05 as concared vwth HVG mice treated vvith LODNP mAb

Anti-
DNA (%)

5.212.2

47.3128°

10.211.7»
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V. DISCUSSION

La discussion de nos résultats sera divisée en cing chapitres concernant:

1. La différenciation des cellules CD4+ alloréactives en lymphocytes TH2.

2. Le réle des lymphocytes TH2 dans la tolérance de transplantatioa

3. La dissociation entre le chimérisme lymphoide et la tolérance de transplantation

4. Le rble des lyng)hocytes TH2 dans I'immunopathologie.

5. Conclusions et perspectives.



91

1. DIFFERENCIATION DES LYMPHOCYTES TH2

Chez la souris BALB/c, Tinjection néonatale de cellules semi-allogéniques
(A/IXBALB/c) présentant une disparité d’antigenes de classe | et de classe Il induit la
différenciation des lymphocytes CD4+ alloréactifs de type TH2. En culture mixte avec
les cellules du donneur, les lymphocytes T des animaux tolérants produisent des taux
élevés d’IL-4 et d’IL-10 mais pas d’IL-2 ni d’IFN-y. Ce profil TH2 est confirmé dans
les ‘expériences d’amplification génique qui démontrent une expression accrue des
ARNM codant pour I'lIL-4 et I'IL-10 dans les cellules spléniques de ces animaux.

Ces observations rejoignent celles d’autres travaux ayant mis en évidence la persistance
de lymphocytes TH2 dans des modeles d’induction néonatale de tolérance aux
antigénes de classe Il (Mohler 1989 a, Powell 1990) et plus récemment dans un
modéle utilisant la méme combinaison de souris que celle que nous avons étudié (Chen
1995 a et b).

Parmi les facteurs pouvant favoriser la différenciation des lymphocytes TH2, la
propension des lymphocytes T du nouveau-né a produire de I'IL-4 joue un réle
fondamental. Contrairement aux lymphocytes CD4+ naifs présents chez un animal
adulte, les lymphocytes du nouveau-né sécretent des taux élevés d’IL-4 mais peu d’IL-
2 ou d’IFN-y lors d’une réponse primaire. Ces caractéristiques avaient été décrites
précédemment en stimtiation polyclonale in vitro (Adkins 1993) et nous avons montré
gu’elles se reproduisaient lors d’une stimulation allogénique in vivo. En effet, aprés
I’injection néonatale de cellules allogéniques, I’analyse par amplification génique des
cellules CD4+ dans les ganglions lymphatiques d’animaux agés de 2 jours, démontre
une expression élevée des ARNm codant pour I'lL-4 mais feible des ARNm codant
pour I'IL-2.

Il est possible que les cellules alloréactives CD4+ a I’origine de la sécrétion précoce
d’IL-4 appartiennent a la méme sous-population cellulaire que les lymphocytes
NK1.1+ responsables de la sécrétion d’IL-4 lors de la stimulation polyclonale de
thymocytes matures (Bendelac 1992, Arase 1993) ou lors de [P’administration
d’anticorps anti-CD3 in vivo (Yoshimoto 1994). Nous n’avons pas pu étudier ce point
particulier dans notre modéle, les souris de souche BALB/c n’exprimant pas I’antigéne
de surface NKI. 1.

Il faut noter que dans d’autres conditions de stimulation, des lymphocytes T d’un
phénotype différent peuvent également sécréter précocement de I’IL-4 et favoriser le
développement de réponse de type TH2. Dans le modéle de la Leishmaniose, des
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travaux récents ont en effet démontré que la sécrétion précoce d’IL-4 chez les animaux
sensibles a I’infection dépendait de cellules CD4+ NKI.I- (Launois 1995).

La sécrétion de taux élevés d’IL-4 mais faibles d’IL-2 et probablement d’IFN-y induite
par I'injection néonatale d’alloantigénes conditionne la différenciation des lymphocytes
TH2. De facon similaire aux observations faites dans des modeles de pathologies
infectieuses telles que la Leishmaniose ou la Candidose (Heinzel 1989, Scott 1991,
Romani 1992), nous avons constaté que la neutralisation de I'IL-4 endogéne ou
I’administration d’IFN-y exogéne durant la période néonatale permettait de modifier la
polarité de la réponse immune aprés I’injection de cellules semi-allogéniques. Chez les
animaux ayant recu lI’anticorps anti-IL-4 ou de I'IFN-y, la sécrétion de cytokines de
type THI est partiellement restaurée, comme en atteste la production d’IL-2 et d’IFN-
y par les cellules alloréactives en culture mixte. En méme temps, ces cellules sécrétent
toujours des taux élevés d’IL-4 et d’IL-10. Des expériences de dilutions limites ou le
clonage des cellules alloréactives pourraient permettre de déterminer si ce profil
sécrétoire dépend de la présence simultanée de cellules THI et TH2 ou d’une seule
population cellulaire, de phénotype THO. En outre, des expériences de déplétion
cellulaire pourraient préciser la role des cellules CD8+ dans ces phénoménes, en
particulier en ce qui concerne la sécrétion d’IFN-y.

Dans le protocole que nous avons utilisé, la neutralisation précoce de I'lL-4 in vivo
n’empéche pas la différenciation de cellules capables de produire de I'IL-4. Ceci
pourrait étre d0 a une neutralisation incongléete, les taux d’IL-4 nécessaires pour
induire sa propre sécrétion par les lymphocytes T étant inférieurs a ceux requis pour
inhiber la production d’IL-2 et d’IFN-y (Seder 1992). Dans certaines conditions
également, le développement de cellules produisant de I'lL-4 pourrait étre indépendant
de la présence d’IL-4 au moment de I’initiation de la réponse (Gross 1994).

D’autres fecteurs que les cytokines présentes au moment de la stimulation allogénique
pourraient intervenir dans I’orientation particuliere de la réponse immune chez la souris
nouveau-né. Parmi eux, la stimulation prolongée des lymphocytes T alloréactife par les
cellules du donneur pourrait jouer un role. Les expériences d’amplification génique que
nous avons réalisées démontrent que des lyng)hocytes alloréactife sont présents dans
les organes lymphoides périphériques chez les nouveau-nés. Ces lymphocytes sont
toutefois incapables de rejeter les cellules du donneur et vont donc étre stimulés de
facon répétée par celles-ci. Ce phénoméne particulier pourrait favoriser la génération
de lymphocytes TH2. En effet, des expériences in vitro ont démontré que I’exposition
prolongée de lymphocytes T naife a leur antigéne spécifique induit leur différenciation
en cellules de type TH2 (Croft 1995). La délétion ou I’inactivation clonale des
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lymphocytes CD8+ cytotoxiques observée chez les souris injectées a la naissance avec
des cellules allogéniques, participe probablement a ce phénoméne. Parallélement,
I’absence de cellules CD8+ alloréactives fonctionnelles peut également favoriser
I’induction d’une réponse de type TH2 en contribuant au défeut global de sécrétion
d’IFN-y durant la période néonatale.

La différenciation préférentielle des cellules TH2 chez les animaux tolérants pourrait
également étre liée aux conditions de présentation d’antigenes et de co-stimulation
durant la période néonatale. Les cellules spléniques injectées a la naissance contiennent
une proportion élévée de lymphocytes B. La présentation des alloantigénes par ces
cellules, a I'état de lymphocytes B de repos, peut favoriser la différenciation de
lymphocytes TH2 (Fitch 1993). Le profil sécrétoire particulier des lymphocytes du
nouveau-né pourrait dépendre d’un défeut global de co-stimulation. En particulier, le
signal co-stimulateur dépendant de I'interaction CD28/B7, activant préférentiellement
les lymphocytes THI (Sayegh 1995), pourrait étre déficient durant la période néonatale
(Adkins 1994).

Enfin, les cellules macrophagiques du nouveau-né présentant des propriétés différentes
de celles de I'adulte (Lu 1980), il est possible qu’un défaut de sécrétion d’IL-12
contribue & I’'absence de différenciation des THI durant la période néonatale.

Actuellement, nous ne savons pas si les lymphocytes alloréactifs TH2 présents chez les
animaux tolérants sont générés en permanence a partir du thymus ou résultent d’une
seule vague de cellules se différenciant durant la période néonatale.

Confortant la premiére hypothése, la persistance de cellules alloréactives a été observée
au sein du thymus de souris adultes, tolérantes aux antigénes de classe Il (Wood
1993). Chez ces animaux, des expériences de culture mixte démontrent que les
thymocytes, contrairement aux splénocytes, gardent la capacité de proliférer et
d’exercer une action cytotoxique a I’encontre des cellules du donneur. Dans ce cas, des
phénomeénes de régulation post-thymiques participent donc a I’induction de la
tolérance. Les lymphocytes TH2 présents dans les organes lymphoides périphériques
pourraient jouer un réle dans ces phénomenes, notamment en inhibant les fonctions
cytotoxiques de cellules alloréactives exportées a partir du thymus. Nous reviendrons
sur ce dernier point dans la suite de la discussion.

Dans d’autres modéles par contre, I'établissement d’un chimérisme thymique peut
induire la délétion clonale des précurseurs des lymphocytes T alloréactife au stade
CD4+8+ (Mc Donald 1988b). Le chimérisme thymique se maintenant chez les animaux
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tolérants, la génération de lynghocytes CD4+ et CD8+ alld spécifiques serait inhibée de
fecon prolongée. Si un phénoméne similaire se produisait dans notre modéle, les
lymphocytes TH2 présents chez les animaux tolérants proviendraient exclusivement de
cellules différenciées durant la période néonatale. Ces cellules pourraient étre soit des
thymocytes matures exportés secondairement vers la périphérie, soit des cellules
alloréactives déja présentes dans les organes lymphoides périphériques au moment de
I’injection des cellules allogéniques.
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2. ROLE DES LYMPHOCYTES TH2 DANS LA TOLERANCE DE
TRANSPLANTATION

Dans notre modéle, au niveau lymphocytaire, Tinduction néonatale de tolérance
correspond a un double phénoméne. D’une part, les lymphocytes auxiliaires se
différencient en cellules TH2 et, d’autre part, les lymphocytes cytotoxiques subissent
un processus de délétion clonale ou d’inactivation fonctionnelle. Ces deux événements
pourraient étre liés. Comme nous l'avons vu, I’absence de lymphocytes cytotoxiques
peut fevoriser I’émergence de cellules TH2. Respectivement, les cytokines produites
par les cellules TH2 peuvent étre impliguées dans la suppression des fonctions
cytotoxiques.

2.1. Incapacité des lymphocytes TH2 a induire le reiet aigu d’allogreffe cutanée

Les lymphocytes TH2 sont des cellules spécialisées dans I’élimination des antigénes
solubles et des pathogénes extracellulaires. Les mécanismes effecteurs activés par les
lymphocytes TH2, principalement la sécrétion d’anticorps non cytotoxiques et
I’activation des mastocytes et des éosinophiles n’interviennent généralement pas
prioritairement dans le rejet aigu d’allogreffe. En particulier, les IgE et les IgGI dont la
sécrétion est induite préférentiellement, par I'IL-4 et I’lL-13 secrétées par les cellules
TH2 n’activent pas le complément et ne participent pas aux réactions de cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps.

Ceci explique que, dans le modéle que nous avons étudié, les lymphocytes TH2
alloréactife persistants chez les animaux injectés a la naissance avec des cellules
allogéniques sont le plus souvent incapables d’induire le rejet d’une greffe de peau de
type donneur.

Dans certaines conditions toutefois, les lymphocytes TH2 pourraient intervenir dans le
rejet. Chez la souris, en I’'absence de cellules CD8+, les lymphocytes TH2 peuvent
médier le rejet d’une allogreffe cardiaque selon un mécanisme faisant probablement
intervenir des éosinophiles (Chan 1995). Chez I’'homme, en transplantation hépatique,
les éosinophiles peuvent également étre ingjliqués dans le rejet aigu (DeGroen 1994).
Cette caractéristique pourrait dépendre de I’activation préférentielle des fonctions de
type TH2 lorsque [Iinitiation de la réponse immune se fait au niveau du foie
(Gorczynski 1994).
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Des phénoménes similaires pourraient se produire dans le modéle que nous avons
étudié. En effet, lorsque I'on accroit le nombre de cellules allogéniques injectées a la
naissance, on observe non seulement une augmentation de la pathologie médiée par les
cellules TH2 mais également une moins bonne induction de la tolérance de
transplzintation. Seules 50% des souris injectées selon ce protocole deviennent
tolérantes, comparées aux 90% d’animaux tolérants observés aprés I’injection
néonatale d’un nombre plus faible de cellules. Bien que nous n’ayons pas investigué ce
phénomene, il est possible que la différenciation d’'un grand nombre de cellules TH2,
aprés une stimulation allogénique plus forte, soit directement responsable du rejet de
greffe de peau chez ces animaux.

D’autres mécanismes peuvent intervenir dans le contrdle des fonctions effectrices des
cellules TH2. Ainsi, les lymphocytes TH2 présents chez les animaux tolérants peuvent
étre considérés comme anergiques. En effet, contrairement a ce qui est rapporté pour
la plupart des clones TH2 (Fitch 1993), ces cellules ne proliféerent pas en réponse a
riL-4 produite en culture mixte. L’absence d’expansion clonale des cellules TH2
alloréactives pourrait constituer un facteur supplémentaire favorisant la survie
d’allogreffe.

Le réle des lymphocytes TH2 dans le maintien de la tolérance n’est pas connu. Dans un
modeéle similaire au nétre, des études récentes ont démontré que la neutralisation de
riL-4 et de I'IlL-10 in vitro, permettait de restaurer la sécrétion d’'IFN-y par les
lymphocytes alloréactifs chez les animatix tolérants (Chen 1995 b). De cette maniére, il
est possible que les lymphocytes TH2 présents dans les organes lymphoides
périphériques participent au maintien de la tolérance en inhibant la sécrétion de
cytokines THI par des cellules alloréactives récemment exportées a partir du thymus.

En dehors des capacités propres des lymphocytes TH2, I’absence de différenciation de
lymphocytes THI aUoréactife joue tm rble prépondérant dans I’induction de la
tolérance dans ce modele. Chez les souris ayant recu I’anticorps anti-IL-4 ou de I’'lFN-
Y durant la période néonatale, la restauration des fonctions de type THI permet le rejet
d’une greffe de peau de type donneur. Chez ces animaux, ou nous avons pu démontrer
I’absence de lymphocytes cytotoxiques anti-donneurs, le rejet dépend probablement
d’une réaction inflammatoire médiée par I'lFN-y au sein de la greffe (Dallman 1991a,
Rosenberg 1990).

De cette maniere, I'association entre la différenciation des lymphocytes TH2 et la
tolérance de transplantation observée dans plusieurs modéles expérimentaux
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n’implique pas ime relation de causalité. L’induction de la tolérance dans ces
conditions pourrait dépendre essentiellement de I’absence de différenciation de cellules
de type THI.

2.2. RoOle des lymphocytes TH2 dans I’inhibition des fonctions cytotoxiques

Dans le modele que nous avons étudié, les animaux tolérants ne possédent pas de
lymphocytes cytotoxiques actifs a I’égard des cellules du donneur. Ce défaut n’est pas
corrigé chez les souris ayant recu I’anticorps anti-IL-4 ou de I'IFN-y. Le pouvoir
cytotoxique étant défini lors de tests fonctionnels, nous ne pouvons pas déterminer si
ce phénoméne correspond a une délétion clonale ou a une inactivation fonctionnelle
des cellules concernées. Ces deux mécanismes pourraient étre associés chez les
animaux gue nous avons étudiés. Comme il existe une disparité antigénique de classe |
et de classe Il entre le donneur et le receveur, les réactions de cytotoxicité dépendent
de deux sous-populations cellulaires différentes, reconnaissant spécifiquement les
alloantigenes de classe | ou de classe IL Ces deux sous-populations pourraient évoluer
differemment aprés I’injection néonatale d’alloantigénes. Conformément aux données
de la littérature (Feng 1983, Streilein 1991), il est possible que les lymphocytes
cytotoxiques dirigés contre les alloantigenes de classe | soient éliminés précocement
dans le thymus. Par contre, des cellules reconnaissant les alloantigénes de classe Il
pourraient échapper au phénomene de .délétion clonale et persister chez les animaux
tolérants. Dans ce dernier cas, plusieurs arguments expérimentaux suggerent que les
lymphocytes TH2 pourraient étre impliqués dans la suppression du pouvoir
cytotoxique de ces cellules.

La persistance de lymphocytes cytotoxiques anti-donneurs a été démontrée dans
différents modeéles d’induction néonatale de tolérance.

Dans certains cas, ces lymphocytes sont de faible afBnité pour les cellules tolérogénes
(Wood 1987 b), ce qui explique probablement qu’ils aient échappé aux processus de
sélection négative dans le thymus. In vitro, ces cellules ne sont capables d’exercer une
action cytotoxique qu’en présence de facteurs d’activation exogenes.

Dans d’autres modéles, I’absence d’activité cytotoxique anti-donneur dépend de
phénoménes actife de suppression. Ces processus ont été démontrés lors d’expériences
de transfert adoptif de la tolérance, aussi bien in vivo (Streilein 1991 b) que in vitro
(Powell 1991). La suppression des fonctions cytotoxiques chez ces animaux pourraient
dépendre des lymphocytes TH2 et des cytokines qu’ils sécrétent.
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En effet, dans certains modéles d’induction de tolérance aux antigénes de classe I,
I’inhibition de la différenciation des cellules cytotoxiques dépend d’un facteur soluble
sécrété par les cellules CD4+ alloréactives de type TH2 (Matriano 1994 a). Bien que
I’addition d’IL-4 exogene n’inhibe pas la différenciation de lymphocytes cytotoxiques
anti-classe Il en culture mixte (Powell 1991), plusieurs observations suggérent que
cette cytokine pourrait néanmoins intervenir comme fecteur suppresseur. Lorsqu’elle
est présente a [Iinitiation de la réponse allogénique, I'IL-4 peut inhiber la
différenciation des cellules cytotoxiques (Widmer 1987 a) et favoriser la différenciation
des cellules CD8+ en cellules CD4-CD8- non cytotoxiques (Erard 1993). D’autre part,
in vivo, dans un modéle proche de celui que nous avons étudié, la neutralisation
prolongée de I’'lL-4 aprés I’injection de cellules semi-allogéniques, restaure le pouvoir
cytotoxique des cellules alloréactives (Schurmans 1990). Nous n’avons pas observé de
phénomene similaire; dans les conditions expérimentales que nous avons étudiées, la
neutralisation précoce de riL-4 ne permet pas de corriger le défeut de cytotoxicité
anti-donneur. Comme nous avons utilisé des doses faibles d’anticorps, administrées
durant ime période limitée, I’inactivation fonctionnelle persistante des lymphocytes
cytotoxiques pourrait étre liée a la neutralisation incompléte de I’'IL-4.

L’IL-10 sécrétée par les lymphocytes TH2 pourrait également contribuer a la
suppression des fonctions cytotoxiques chez les souris tolérantes. En effet, cette
cytokine est capable d’inhiber la prolifération et la production d’IFN-y par des cellules
CD8-I- lorsque leur activation dépend de la présence de CPA (Bejarano 1992, Moore
1993).

Enfin, des travaux ayant mis en évidence le rOle suppresseur de lymphocytes TH2
aprés administration d’anticorps anti-CD2, suggérent que le TGF-p pourrait également
participer a I’inhibition des fonctions cytotoxiques (Chavin 1994).

L’action suppressive des lymphocytes TH2 pourrait s’appliquer a deux types de
cellules cytotoxiques allospécifiques. D’une part, il peut s’agir de cellules ayant
d’emblée échappé au processus de délétion clonale dans le thymus. Ce phénoméne
particulier pourrait dépendre d’un défeut de présentation de certains alloantigenes au
sein du thymus, durant la période néonatale (Lu 1979, Roberts 1990). D’autre part,
dans certains modeles, parallelement a la perte progressive du chimérisme thymique,
des cellules alloréactives peuvent réapparaitre a partir du thymus, apres une période
initiale de délétion clonale (Ruiz 1995). Dans ce dernier cas, en inhibant le pouvoir
cytotoxique de ces cellules, les lymphocytes TH2 présents dans les organes lymphoides
périphériques pourraient jouer un réle prépondérant dans le maintien de la tolérance.
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3. DISSOCIATION ENTRE CHEMERISME LYMPHOIDE ET TOLERANCE
DE TRANSPLANTATION

Conformément aux données de la littérature (LubarofiF 1973, Luzuy 1986), I'induction
de la tolérance est étroitement associée a I’établissement du chimérisme lymphoide
dans le modéle que nous avons étudié. Nous n’avons pas observé d’animaux présentant
de survie prolongée d’allogrefife en I’absence de chimérisme.

La relation inverse, par contre, n’est pas absolue et des animaux peuvent rejeter une
greffe de peau tout en étant incapables de rejeter les cellules du donneur injectées a la
naissance. Nous avons observé ce phénoméne chez 50% des souris injectées avec un
grand nombre de cellules allogéniques a la naissance et de fecon systématique chez les
souris ayant recu de I'IFN-y. Des phénomenes similaires ont été décrits dans d’autres
modeles dans lesquels I’injection néonatale d’alloantigénes ne permettant pas d’induire

une tolérance de transplantation malgré la persistance des cellules injectées a la
naissance (Alard 1995).

Les mécanismes intervenant dans la dissociation entre le chimérisme lymphoide et la
tolérance de transplantation sont encore spéculatifs.

Il est possible que le rejet des cellules du donneur injectées a la naissance, constituées
principalement par des plasmatocytes n’exprimant plus les antigénes de classe II,
requiére la présence de lymphocytes cytotoxiques anti-classe 1. Comme nous I’avons
vu précédemment, ces derniéres cellules pourraient étre éliminées précocement dans le
thymus. De cette maniére, la perte progressive de I’expression de certains alloantigenes
a la surface des cellules du donneur permettrait a celles-ci d’échapper a leur
élimination. Des mécanismes similaires ont été impliqués dans la persistance de cellules
tumorales (Restifo 1991).

Par ailleurs, la susceptibilité aux mécanismes effecteurs du rejet d’un organe pourrait
étre différente de celle des cellules isolées provenant de I'innoculum néonatal. En
particulier, les cellules regroupées au sein d’im tissu pourraient étre plus sensibles aux
réactions inflammatoires locales.

Enfin, d’autres phénomeénes tels que la présence d’antigénes tissulaires spécifiques,
absent de I’innoculum de cellules tolérogenes (Fleming 1981), ou la forte densité de
cellules dendritiques pourraient également Eivoriser le rejet sélectif d’une greffe de
peau.
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4. ROLE DES LYMPHOCYTES TH2 DANS L’IMMUNOPATHOLOGIE

Les lymphocytes TH2 alloréactife persistants chez les animaux tolérants sont a I’origine
d’une maladie de I’hote contre le greflFon en stimulant de fagon polyclonale les
lyngjhocytes B du donneur injectés a la naissance. Lorsqu’un nombre élevé de cellules
allogéniques est administré, cette réaction se traduit par I'apparition d’im syndrome
auto-immun ressemblant au lupus érythémateux disséminé (Goldman 1983).

Le rble de I'lL-4 dans [I’hyperproduction d’anticorps par les lymphocytes B
allogéniques et la commutation vers certains isotypes d’immunoglobulines a été
largement documenté (Finkelman 1990). Dans le protocole que nous avons utilisé,
nous avons vérifié que I'administration précoce d’anticorps anti-IL-4 permet de
contrdler I’hypersécretion d’IgE, sans induire le rejet des cellules allogéniques.

Nos travaux ont montré que la sécrétion d’IL-10 pouvait également participer a
I’activation des lymphocytes B chez les souris présentant une maladie de I’héte contre
le grefiba En effet, chez ces animaux, la neutralisation prolongée de I'lL-10 endogéne
réduit significativement I’hypersécrétion d’lgM. Parallelement, on observe une
tendance a la réduction des taux sériques d’IgE, d’lgGl et d’anticorps anti-DNA, ces
effets n’étant toutefois pas statistiquement significatife.

Ces résultats sont en accord avec des rapports précédents ayant démontré que I'lL-1O
pouvait stimuler les lymphocytes B en synergie avec I'lL-4 (Go 1990). Plus
particulierement, des travaux récents ont souligné le rdle de I'lL-10 dans
I’hypergammaglobulinémie et la sécrétion d’autoanticorps au cours de syndromes
lupiques, tant en clinique chez I’lhomme que dans des modéles expérimentaux chez la
souris (Llorente 1994, Ishida 1994). Chez I’homme, la sécrétion de taux accrus d’IL-
10 intervient dans I’hypersécrétion d’IgM, d’IgG et d’IgA observée chez des patients
présentant im lupus érythémateux disséminé (Llorente 1995). Il feut noter que dans ces
conditions, ce sont les lynchocytes B et les macrophages qui sont responsables de la
production d’IL-10 alors que chez les souris développant une maladie de I’h6te contre
le greffon elle dépend au moins partieUement des lymphocytes CD4-H de type TH2.
Nous n’avons pas étudié les mécanismes précis par lesquels I’anticorps anti-IL-10
module la sécrétion d’immunoglobulines. L’anticorps monoclonal étant administré dés
le premier jour aprés la naissance, il est possible que la neutralisation précoce de I'lL-
10 interfére avec la différenciation des cellules TH2. Cette hypothése semble cependant
peu probable, I'lIL-IO, contrairement a riL-4, ne jouant pas un rble essentiel dans
I’induction d’une réponse de type TH2 (Seder 1994). Il est possible également que
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radministration prolongée d’anticorps anti-IL-10 induise une augmentation de la
sécrétion endogéne d’IFN-y comme cela a été décrit lors de protocoles similaires
(Ishida 1992). De cette maniere, la présence de taux accrus d’IFN-y pourrait inhiber les
effets de I'lL-4, en particulier en ce qui concerne la sécrétion d’IgE et d’'lgGl
(Finkelman 1990, Umland 1992). Nous n’avons toutefois pas observé d’augmentation
des taux sériques d’lgG2a chez les animaux ayant recu de I'anti-IL-10, cet effet étant
décrit comme le témoin le plus sensible de I’action de I'IFN-y sur la sécrétion
d’immunoglobulines (Finkelman 1988). Enfin, I’action de I’anticorps anti-IL-10 ne
semble pas liée a la déplétion des lymphocytes B de type Ly.l responsables principaux
de la production d’IgM (Ishida 1992). En effet, I’administration d’anticorps anti-IL-10
dans notre protocole n’induit pas de modification des taux sériqgues d’IlgM chez des
souris contrdles, non injectées a la naissance.

Enfin, nous avons observé que parallelement a la restauration des fonctions de type
THI des cellules alloréactives, I’administration précoce d’IFN-y permettait de réduire
’intensité de I'immunopathologie induite par I’injection néonatale d’alloantigenes. Ce
traitement induit ime diminution trés significative de la production totale
d’immunoglobulines d’isotypes IgE et IgGl. Parallelement, la réduction des taux
d’auto-anticorps anti-DNA, anti-membrane basale glomérulaire et anti-laminine
expligue probablement I'atténuation des dépéts rénaux observés chez les animaux
ayant recu de I'lFN-y (Goldman 1983, Florquin 1991).

La réduction de I'immunopathologie observée chez les souris ayant recu de I'IFN-y
n’est pas due au rejet des cellules allogéniques injectées a la naissance, ces animaux
restant chimériques. La sécrétion de taux d’allotype comparables a ceux observés chez
les animaux tolérants indique en outre que les cellules du donneur restent capables de
produire des immunoglobulines.

L’IFN-y exercant sur les lymphocytes B une action antagoniste de celle de I'lL-4, la
modulation de la production d’immunoglobulines peut dépendre directement de I’'IlFN-
y recombinant injecté durant la période néonatale. Cependant, ce traitement n’étant
administré que durant une période courte, juste apres la naissance, il est probable que
la restauration de la production endogéne d’IFN-y par le celllules CD4+ alloréactives
joue un réle prédominant.

Nos observations chez les souris présentant une maladie de I’hdte contre le greffon
rejoignent celles feites dans d’autres modéles expérimentaux comme la Leishmaniose
chez la souris (Scott 1991) ou le syndrome auto-immun induit par I’injection de dérivés
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mercuriels chez le rat (Mathieson 1991). Dans ces conditions également, la
neutralisation des activités des lymphocytes TH2 a un effet fevorable.

La mise en évidence de ces phénomeénes permet d’envisager de nouvelles stratégies
thérapeutiques. En effet, chez I’lhomme également, certaines pathologies peuvent étre
associées a la différenciation préférentielle de cellules de type TH2. C’est le cas au
cours d’infections par des agents pathogénes intracellulaires comme Mycobacterium
leprae (Yamamura 1991) ou lors de la Leishmaniose (Pirmez 1993). Lors de
I’infection par le virus HIV également, la progression de la maladie pourrait dépendre
de la modification de la réponse immune de type THI dans les premiers stades vers une
réponse de type THI dans les stades avancés (Clerici 1993).

Dans ces conditions pathologiques, I’'administration d’IFN-y, d’anti-IL-4 ou d’anti-IL-
10 pourrait exercer une action bénéfique en fevorisant le développement de cellules
THI ou en inhibant certains effets médiés par les cellules THI. Cette possibilité
thérapeutique a été vérifiée récemment chez un patient présentant un syndrome
d’Omenn, une forme rare d’immunodéficience primaire associée a une
hyperéosiniphilie et & I’activation de cellules de type THI. Chez ce patient,
I’administration d’IFN-y a induit parallelement une amélioration de I’état clinique, une
normalisation de Téosinophilie et une réduction de I’expression des cytokines de type
THI (Schandené 1993).
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5. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les observations que nous avons feites dans le modéle de la tolérance néonatale chez
la souris se vérifient-elles dans d’autres modéles expérimentaux de tolérance et
peuvent-elles s’appliquer & la transplantation d’organe chez I’lhomme?

La présence de lymphocytes TH2 a été mise en évidence dans de nombreux modéles
d’induction de tolérance de transplantation chez des animaux adultes. Ce phénomeéne a
notamment été observé aprés transfusion sanguine donneur-spécifique (Takeuchi 1992,
Gorczynski 1994) et lors de traitements utilisant des anticorps monoclonaux anti-CD4
(Mottram 1995) ou des anticorps bloquant la costimulation par la voie CD28-B7
(Sayegh 1995).

Certains traitements immunosuppresseurs fevorisent également la diSérenciation de
lymphocytes TH2. La cyclosporine peut a certaines doses induire la sécrétion d’IL-4
(Chen 1992) et I’'accumulation de cellules de type TH2 au sein d’allogrefie (Takeuchi
1992). Les corticoides peuvent favoriser la sécrétion d’IL-4 et induire la différenciation
de cellules de type TH2 (Daynes 1990). Enfin, lors de I’administration répétée
d’anticorps anti-CD3, les réponses de type TH2 sont épargnées alors que la sécrétion
de cytokines de type THI est profondément inhibée (Wissing 1995).

Bien que le role tolérogene propre des lymphocytes TH2 dans ces situations ne soit pas
absolument démontré, certaines études récentes indiquent que ces cellules pourraient
effectivement jouer un réle suppresseur actif et inhiber les mécanismes effecteurs du
rejet aigu. En effet, le transfert de cellules alloréactives de type TH2 permet de
prolonger la survie d’une greffe de peau allospécifique (Maeda 1994). Plus
directement, chez la souris, I’administration d’IL-4 recombinante au sein d’un greffon
cardiaque peut induire une prolongation tres significative de la survie de celui-ci (Levy
1995). Cet effet pourrait étre lié a la différenciation préférentielle de cellules TH2 dans
le greffoa

Chez I’homme, jusqu’a présent, les fonctions spécifiques des lymphocytes TH2 dans le
rejet d’allogreffe n’ont pu étre définies,

La présence de cellules THI lors du rejet d’allogreffe a été clairement démontrée
(Benvenuto 1991, Krams 1992). Dans plusieurs situations cependant, le rejet est
associé a ime activation lymphocytaire non sélective, caractérisée par la sécrétion
accrue de cytokines THI et TH2 (Xu 1995, Melville 1994 ou 1995)
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Dans I’ensemble, les données expérimentales accumulées chez I’'animal suggérent que
I’induction préférentielle de cellules alloréactives de type TH2, par exemple par
I’administration d’IL-4 au moment de I’initiation de la réponse, pourrait constituer une
nouvelle approche thérapeutique en transplantation d’organes.

Plusieurs réserves doivent néanmoins étre faites en ce qui concerne I’application de ces
protocoles. D’une part, si les lymphocytes TH2 ont fort probablement une action
favorable dans le contrle des mécanismes eflfecteurs du rejet aigu, leur réle dans le
rejet chronique n’est pas connu. Il est possible que les anticorps, dont la sécrétion est
induite par I’'lL-4, I'IL-10 et I’'lL-13, fevorisent cette forme de rejet. D’autre part, les
lymphocytes TH2 jouent un rOle pathogéne dans plusieurs situations, tant
expérimentales que cliniques. En particulier, par leur action stimulatrice sur les
lymphocytes B, les cellules TH2 pourraient fevoriser I’'apparition de maladies auto-
immunes et le développement de syndromes lymphoprolifératifs.

Ces observations soulignent la nécessité de compléter nos informations dans des
conditions plus proches de celles rencontrées lors de la transplantation d’organe chez
I’lhomme, par exemple dans des expériences de greffe vascularisée, chez le grand
animal.
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VI. THESES ANNEXES

1. L’interleukine 10 prévient la toxocité induite par I’injection d’anticorps monoclonal
anti-CD3 chez la souris.

2. L’autotransplantation immédiate de tissu parathyroidien n’est pas indiquée lorsque
moins de 4 glandes sont identifiées au cours d’une parathyroidectomie pour
hyperparathyroidie secondaire.

3. Le scanner abdominal est un examen décisif dans la mise au point et la décision
thérapeutique en cas d’occlusion intestinale.



