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CHAPITRE I

INTRODUCTION




Dans le cadre des études récentes effectuées dans notre laboratoire sur l'aspect fonctionnel
des granulocytes humains notamment I'étude des €osinophiles par le Dr M. Capron et des
neutrophiles par le Dr J. Charon , nous nous sommes penchés sur la production et I'étude
d'anticorps monoclonaux dirigés contre chacune de ces deux sous-populations

granulocytaires.

De toutes les cellules impliquées dans la réponse immunitaire, les
polynucléaires en général et les neutrophiles-éosinophiles en particulier, semblent &tre
encore mal définis. Pour la plupart des immunologistes ces cellules n'ont aucune spécificité
vis-a-vis de l'antigéne mais elles jouent un role essentiel dans l'inflammation aigué et dans
la défense contre les mi.cro-organismes, en association avec les anticorps et le complément.
Elles semblent également responsables de la premiére fonction défensive apparue au cours
de l'évolution (phagocytose et digestion intracellulaire) avant I'apparition des anticorps et
des composants du complément qui ont amplifi€ cette défense. L'accroissement de la
susceptibilité aux infections chez les sujets présentant un faible taux de polynucléaires
témoigne bien de l'importance de ceux-ci dans les défenses anti-infectieuses de
l’orgénisme.

Les polynucléaires représentent 60 & 70 % des leucocytes sanguins, mais
ils peuvent aussi étre retrouvés a l'extérieur du systéme vasculaire : ceci s'explique par leur
capacité a adhérer aux cellules endothéliales et & traverser les parois vasculaires. Leur durée

de vie, tres courte (2 & 3 jours) par rapport a celle des monocytes/macrophages (plusieurs

mois ou années), explique leur trés grande productivité (80 millions/min). 112




Leur classification en granulocytes polynucléaires s'explique par le fait
que leur forme mature contient un noyau a plusieurs lobes et un cytoplasme trés riche en
granules (figure 1). C'est d'ailleurs selon la réaction de leurs granules A différents colorants
histologiques qu'ils ont ét€ classés en neutrophiles, éosinophiles ou basophiles, il y a déja
plus d'un siécle (1879). Cet unique critére de classification et de distinction entre
neutrophiles et €osinophiles, encore insuffisant pour définir chacune de ces cellules, nous a
poussés a effectuer une étude comparative plus appropriée de la structure antigénique et du

caractere fonctionnel de chacune d'entre elles, par le biais d'anticorps monoclonaux.
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GENERALITES




I.’._LES GRANULOCYTES HUMAINS : HISTORIQUE
ET FONCTION

A- LE POLYNUCLEAIRE NEUTROPHILE (P.M.N.)

1- INTRODUCTION

Les neutrophiles 2 eux seuls représentent 90 % des polynuclé€aires circulants et ont un
diametre de 10 a 20 um. Ils posse¢dent deux types de granules : les lysosomes ou granules
primaires (azurophiles) contenant des hydrolases acides, une myélopéroxydase et une
muriminidase (lysozymes) ; et les granules secondaires (spécifiques) contenant de la lactoferrine
en plus du lysozyme. Au céurs de la réponse anti—infecﬁeuse, les organismes ingérés sont inclus
dans des vacuoles, les phagosomes, qui fusionnent aveé les granules 2 activit€ enzymatique pour

former les phagolysosomes (figure . 1).

2- PROPRIETES BIOLOGIQUES ET FONCTIONS IMMUNOLOGIQUES DU

POLYMORPHONUCLEAIRE NEUTROPHILE HUMAIN

Par son ultrastructure, sa constitution cytologique et sa présence en grande quantité dans
le sang circulant (90 % des polynucléaires), le neutrophile représente une entité cellulaire aux

fonctions biologiques et immunologiques remarquables.

2- 1- Propriétés et fonctions biologiques du PMN

a -Inflammation défence anti- microbienne 2t anti -virale

Aprés une augmentaticn de l'afflux sanguin vers la région infectée favorisant le
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cheminement de l'oxygene, du glucose et des €élements actifs du systéme immunitaire, on
constate, au cours d'une inflammation, une augmentation de la perméabilité des capillaires,
favorisant le passage des médiateurs solubles et une migration par chimiotactisme des

polynucléaires neutrophiles vers le site de l'infection.(figure 2 )

.§- Chimiotactisme du PMN neutrophile : C'est effectivement, au cours de la défense
antimicrobienne ou d'une réponse inflammatoire que le PMN neutrophile entre en activité. La
libération de peptides chimiotactiques (C5a) due aux altérations tissulaires et a l'activation du
complément par l'agent infectieux, provoque la stimulation du chimiotactisme du neutrophile.
Par leurs pseudopodes, ces cellules phagocytaires s'insinuent entre les cellules endothéliales
et perforent la membrane basale. Une fois hors du vaisseau, les neutrophiles se déplacent en
remontant le gradient de concentration du peptide chimiotactique jusqu'au foyer

inflammatoire 113,

§-._,Adhésion du PMN neutrophile aux microorganismes : Une fois parvenu au site de

l'inflammation les PMN-neutrophiles doivent reconnaitre I'agent infectieux, cela leur est
possible, d'une part, par leurs récepteurs de surface (FcyR), leur permettant de fixer de

nombreux microorganismes recouverts d'anticorps G, et ceci d'autant mieux que le
microorganisme a également été opsonisé par le composant C3b qui se fixe sur le récepteur

correspondant : le CR1.

§-. Phagocytose des microorganismes par le PMN-neutrophile : Apres la phase

d'adhésion, les neutrophiles vont englober le microorganisme en émettant autour de lui des
pseudopodes qui fusionnent et le microorganisme se trouve alors internalisé dans un

phagosome. Le microorganisme piégé sera détruit par la fusion des lysozomes avec le

phagosome.
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§-. Lyse des microorganismes : Les composés bactéricides et enzymatiques des
lysosomes attalquent le corps étranger afin de le détruire. Apres la phagocytose, il se produit une
augmentation transitoire du pH du phagosome qui, sous l'action des protéines cationiques,
devient basique. Puis le pH baisse et les enzymes lysosomiales entrent en action, la lactoferrine
fixe les ions libres et le lysosome digére le peptidoglycane des parois bactériennes entrainant la

mort du microorganisme 1%

b- Défense anti-bactérienne et anti-virale :

Le PMN-neutrophile posséde un rdle primordial dans les mécanismes de défense
antibactérienne et anti-virale.

Bien que pratiquement toutes les bactéries soient tuées par le PMN-neutrophile, certaines
especes devenues pathogénes ont développé diverses fagons de bloquer cette interaction 2
chaque étape de la lyse dépuis l'attraction initiale, jusqu'a la lyse finale intracellulaire. Elles
auraient donc développé un mécanisme "d'échappement 2 la lyse" par le PMN-neutrophile (
figure 3.). Certaines bactéries empéchent l'arrivée des phagocytes en sécrétant des molécules
toxiques ou des molécules qui bloguent l'activité inflammatoire et le chimiotactisme.

D'autres organismes résistent a la phagocytose grice a des parois interdisant 1'adhésion
des phagocytes aux neutrophiles. Une fois phagocytés, certains organismes peuvent encore

résister 4 la lyse de différentes fagons : soit en empéchant la fusion des lysozomes avec le

phagosome, soit par l'intermédiaire de leur membrane trés résistante ou par leurs capacités A
neutraliser les protéines antibactériennes ou encore en s'échappant du phagosome dans le
Cytoplasme ot ils résistent a l'attaque lysosomiale. N'importe lequel de ces mécanismes permet
aux bactéries de survivre et parfois de se multiplier a l'intérieur du neutrophile, ce qui peut
conduire a sa mort.

Pour certains parodontologues, par exemple, cette prolifération intensive des bactéries,

due également 2 la déficience de la défense immunitaire du neutrophile, serait & l'origine de
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.2 - 2 - Fonctions immunologiques du PMN-neutrophile Humain

Les neutrophiles peuvent €tre activés par les immunoglobulines de type G (IgG)
complexées et par des composants activés du complément. Leurs propriétés biologiques telles
que le chimiotactisme, 1'adhésion aux microorganismes, les propriétés phagocytaires et de
dégranulation, de méme que leur abondance et leur grande sensibilité aux stimuli, contribuent &
faire jouer un role relativement important aux neutrophiles dans les mécanismes de défense

immunitaire et en particulier dans les réponses d'hypersensibilité.

a - Role du neutrophile dans la réaction d’hypersensibilité immédiat
A la suite d'une deuxi¢me exposition d'un sujet atopique a un méme allergéne les

mastocytes, sensibilisés par les IgE produites localement, au cours de la premiere exposition du

sujet A l'allergéne, dégranulent et libérent des médiateurs (Histamine, NCF (Neutrophil

Chemotactic Factor)) U3 pendant que le NCF stimule la migration du neutrophile vers le site
de localisation de l'allergéne, I'histamine exerce un rétrocontrdle sur les neutrophiles. De plus,

elle a un effet inhibiteur sur la libération d'enzymes lysosomiales par les neutrophiles.

b - Rdle du neutrophile dans la réaction d'Arthus (type 1)

Dans ce mécanisme, les 1ésions provoquées par le neutrophile ne sont qu'un reflet de leur
activité antimicrobienne normale ( figure 4 ). Dans les réactions d'hypersensibilité, les cellules
de I'hdte recouvertes d'anticorps sont phagocytées de la méme fagon que les microorganismes,
mais quand la cible est de taille trop importante, dans le cas d'une membrane basale par exemple,
la phagocytose ne peut étre menée a son terme et les neutrophiles "frustrés” libérent le contenu

de leurs lysozomes dans le milieu extracellulaire, endommageant ainsi les cellules environnantes.



A. ACTIVITE ANTIMICROBIENNE NORMALE DU N=EUTRCPHILE
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¢ - Rdle du neutrophile dans la réaction d'hypersensibilité & complexes

immuns (tvpe I

Cette hypersensibilité est caractérisée par un dép6t de complexes immuns dans la paroi
des vaisseaux. Ce dépdt est di & une augmentation de la perméabilité vasculaire par les amines
vasoactives libérées par les plaquettes et les basophiles & la suite d'une stimulation par les
complexes "antigéne-anticorps”.

Les plaquettes agrégées par ces complexes forment des microcaillots que ne peuvent plus
phagocyter les PMN-neutrophiles attirés localement par le complément et par le méme
phénomene que précédemment, ils libérent leurs enzymes lysosomiales qui lesent la paroi

vasculaire ( figure 5.).

3- ETUDE ANTIGENIQUE ET FONCTIONNELLE DU NEUTROPHILE PAR LES
Ac. MONOCLONAUX

Grice a la nouvelle technologie apportée, en immunologie, par la production et la
purification d'anticorps monoclonaux, de nombreuses études ont pu étre menées a terme, dans le

cadre des structures antigéniques du PMN-neutrophile.

1- Historique

Depuis les premigres études de Kohler et Milstein en 1975 22 )4 l'origine des premigres
fusions cellulaires en vue de la production d'anticorps monoclonaux (appelés Acm) de
nombreux travaux ont été consacrés a cette nouvelle technologie et en particulier dans le domaine

des granulocytes humains.

C'est ainsi que Skubitz et coll.128 en 1983 produisent un Acm nommé AHN-1-6
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spécifique des granulocytes humains circulants, reconnaissant une structure antigénique de
surface de 105 et 145 kDa de poids moléculaire et absente sur les lymphocytes, monocytes,
basophiles, les globules rouges ou les plaquettes. Alors que la méme année, Perussia et coll. 104

produisent I'’Acm B73-1 dont I'antigéne reconnu serait, cette fois-ci, de 50 & 72 kDa et qui aurait

la propriété de bloquer le récepteur Fc (FcjR) des sous populations lymphocytaires et du
neutrophile.

Parallélement, Kurlander 22, (1983) , synthétise quatre Acm (respectivement A163,
23D6, 4F2 et 3410) dirigés contre une variété d'antigéne de surface bloquant le récepteur Fc, se
fixant aux cellules U937, aux cellules HL-60 et aux cellules monocytes du sang périphérique
(les cellules U 937 = lignée cellulaire humaine présentant certaines caractéristiques des
macrophages. Les cellules HL60 : lignée cellulaire pouvant étre induites a se différencier en

PMN-Neutrophiles par 1,25 % de DMSO). De méme dans le cadre de I'étude des granulocytes

par les Acm. Clément et coll.22 (1983), montrent par leurs deux anticorps monoclonaux 1B5 et

4D la possibilité de I'existence de sous-populations de neutrophiles. Et afin de prouver l'intérét

de I'hétérogénéité fonctionnelle des neutrophiles a travers la différenciation normale ou anormale
des cellules myéloides, il ont, par ces deux anticorps monoclonaux IB5 et 4D1, démontré la
différence des déterminants antigéniques reconnus pour chaque sous-population de
PMN-neutrophiles. Une année plus tard, Perussia et Trinchieri 19¢, (1984) démontrent que les
PMN-neutrophiles et les cellules "Natural Killer" (NK) expriment les mémes récepteurs Fc pour
les complexes immuns griace aux Acm B73-1 et 3G8. Ces deux Acm reconnaitraient sur le méme
récepteur deux €pitopes différents respectivement sur les PMN-neutrophiles et les cellules NK.
Les épitopes reconnus par le B73-1 seraient responsables de l'activité cytotoxique des cellules
NK.

Les Acm ont permis également A Strauss et Coll.132, (1984) d'effectuer une analyse

antigénique des PMN-neutrophiles humains normaux par comparzison A des PMN-neutrophiles
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leucémiques. Par la production de cing Acm : AHN 1; AHN 2 ; AHN 3; AHN 7 ; AHN 8,, ces

auteurs ont démontré l'importance des Acm anti-neutrophiles dans la différenciation
hématologique et la classification des leucémies. La méme année, Madyatha 22 décrit I'incidence
des antigénes de neutrophiles sur les neutrophiles osseux de nouveau-nés sains par la synthese

de cinq Acm, Nap, Nay, NBy, NC; et 9A. Dans ce travail, ils démontrent que I'ensemble des

antigénes courants chez le neutrophile sont déja exprimés a la naissance. Plus tard en 1985,
Schwartz et coll.122 produisent un Acm le 60-3 définissant un complexe antigénique de
membrane qui serait impliqué dans le processus d'agrégation "neutrophile-neutrophile”. Cet
Acm 60-3 serait & l'origine d'une baisse de 1'agrégation aprés stimulation par du PMA, par du
plasma activé, par du zymozan ou du FMLP. Alors que Rojas et coll.l1® (1985) rapportent la

purification et la caractérisation d'un nouvel antigéne (une globuline de PM 47 kDa) des

5
o

PMN-neutrophiles, Vadas et coll.1 s'intéressent a l'expression sélective des antigénes

fonctionnels 1 et 2 par le GFA1 et GFA2 (GFA = Granulocyte Functionel Antigen).

2- Etude fonctionnelle du PMN-neutrophile humain parles Acm

Par la production et 1'étude de deux Acm, Seligman et coll. 124 50t démontré en 1984,
l'existence de deux sous-populations, présentant une hétérogénéité antigénique . Cette différence
aurait lieu au niveau de la synthe&se protéique. De plus, cette hétérogénéité a été observée
essentiellement dans la capacité du neutrophile a répondre au chimiotactisme, dans sa
dépolarisation en réponse aux chimioattractants synthétiques (FMLP), de méme que dans sa
libération de radicaux oxygénés issus de la respiration .

C'est également dans le cadre de I'étude des propriétés du neutrophile que Skubitz et
coll. 128 ont éwudié le rdle des glycoprotéines de sa membrane plasmique. Leurs travaux ont
abouti au fait, qu'en association avec une modification de la composition membranaire, il y

aurait une nette aistinction entre le reutrophile différencié et le neutrophile stimulé. D'autre part,
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une défaillance dans la fonction du neutrophile, liée a une plus grande susceptibilité aux

infections a été associéee 2 une déficience en une glycoprotéine du surface de 110 kDa

a- Importance des Acm dans 1'étude du réle du PMN-neutrophile au cours de la réaction
inflammatoire
En 1982, Gallin et coll. 26 décrivent le rapport entre la déficience du neutrophile en

granules spécifiques et 1'évolution d'une réponse inflammatoire chez un enfant de 9 ans. Puis,
Beatty et coll. 12 démontrent la corrélation étroite entre une infection bactérienne sévére chez un
garcon de 8 ans et I'absence de complexes protéiques a la surface des PMN-neutrophiles.
L'ensemble de ces travaux souligne l'importance des structures antigéniques de surface et
intracellulaires du neutrophile dans l'intervention de cette cellule au cours de la réponse
inflammatoire et dans la lutte contre les infections bactériennes.

b- Etude. par les Acm, des structures antigéniques intervenant_dans le chimiotactisme du
neutrophile

La migration du neutrophile par diapédése, au travers de différentes couches de tissus, en
réponse 2 un stimulus chimioattractant donne & cette propriété du neutrophile une importance
capitale quant au déclenchement du processus de la réponse inflammatoire. C'est ainsi que de
nombreux groupes de recherche ont plus particuliérement étudi€ cette fonction du neutrophile.
Schiffman et coll 112 (1983) se sont intéressés a I'étude des effets de certaines molécules sur
I'adhérence et le chimiotactisme du PMN-neutrophile . Leurs travaux peuvent &tre ainsi
résumés : d'une part les neutrophiles et d'autres cellules mobiles utilisent la laminine pour
adhérer au collagéne de la membrane basale, au cours de leur migration vasculaire et d'autre
part 2 la suite d'une stimulation par un chimioattracttaht induisant l'inactivation de la
lipomoduline (lipomoduline = inhibiteur d'une enzyme essentielle pour le chimiotactisme :

"la phospholipase A2"). Ces mémes cellules peuvent migrer vers le site de I'infection.
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En 1984, Hirata et coll.22 étudient les effets inhibiteurs du chimiotactisme du

neutrophile par deux peptides le "MT peptide"” et le "SRC peptide". D'autre part, Thomas et
son équipe 132 ont produit, en 1981, une IgG1 monoclonale, le MCD3 inhibant I'induction du

chimioactisme des PMN-neutrophiles humains par le FMLP. En 1983, Pember et coll.108
mettent en évidence une relation entre une hétérogénéité de densité du neutrophile, par
séparation sur gradient (décrivant ainsi des PMN de haute densité, de moyenne densité et de

faible densité) et leurs réponses différentes a une stimulation du chimiotactisme. En 1984,

Cotter et Henson 27 réussissent la purification et la caractérisation d'un antigéne impliqué dans

le chimiotactisme et la degranulation du neutrophile par ' Acm NCD1

¢ - Importance des Acm dans 1'étude de 1a phagocvtose par le neutrophile

De toutes les propriétés biologiques du PMN-neutrophile, la phagocytose est
certainement la propriété la plus étudiée. C'est ainsi qu'en 1984, Thompson et coll.138 ont mis
en évidence, & l'aide d'un Acm, I'OKM une déficience de la phagocytose du PMN associce &
l'absence d'une glycoprotéine de surface. Cette structure antigénique intervient 2 la fois dans la
fixation d'un ligand spécifique le C3y; et dans I'adhésion aux membranes ("adhésiotopes"). En
1985, Leopaz et coll.20 identifient des antigenes fonctionnels des granulocytes, GFA-2
impliqués dans I'ADCC et la phagocytose. Cet antigéne spécifique des neutrophiles et

€osinophiles, reconnu par un Acm, le WEM-GI, serait 2 l'origine de la stimulation de la

phagocytose par le neutrophile de globules rouges de mouton, prétraités avec l'anticorps.
Parallélement, les travaux de Melnick et coll. 28 sur I'Acm PMN--C3 inhibant

l'activation du processus respiratiore (par un sérum avec du zymosan opsonisé) , montrent que
la fixation de cet Acm n'affectait pas la phagocytose de ces particules stimulantes par le

PMN-neutrophile.

D'autre part, grice a leur 2 Acm §0-3 et 60-1 dirigés contre les récepteurs du
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complément, Klébanoff et coll.ZL ont enregistré des effets inhibiteurs de ces monoclonaux sur
la phagocytose par les PMN, de granules de zymosan opsonisés par des sérum. Skubitz et
coll.12Z décrivent des résultats similaires, soit une inhibition de la phagocytose par le PMN

-neutrophile, avec un Acm AHN-1 qui immunoprécipiterait des protéines de surface de 105 et

145 2 150 kDa.
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BUT DU TRAVAIL : PREMIER OB TIE

La quantité relativement importante de travaux, a travers le monde
ayant utilisé des anticorps monoclonaux dans I'étude des granulocytes humains,
n'exclut pas la présence de nombreux points encore obscurs concernant ces deux
populations leucocytaires que sont les neutrophiles et les éosinophiles humains,
notamment dans leur hétérogénéité l'une vis-a-vis de l'autre ainsi que dans
I'heétérogénéité suggérant ['éventuelle ekistance de "sous-populations”

cellulaires a l'intérieur de chacune d'entre elles 124-128 -108 -109

Dans un premier temps, notre but sera donc de produire un anticorps
monoclonal dirigé spécifiquement contre les neutrophiles humains, de
déterminer le poids moléculaire de I'antigéne qu'il reconnait par une approche
immunochimique, et enfin d'en étudier les effets biologiques sur I'ensemble des

propriétés de cette cellule par comparaison a ceux des autres monoclonaux

produits jusqu'ici.
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. B- LE POLYMORPHONUCLEAIRE - EOSINOPHILE

1- Introduction

L'identification du polynucléaire €osinophile date des premiéres observations

cytohistologiques de Ehrlich 113 il y a déja plus d'un siecle (1879). L'affinité tinctoriale
particuliere de ces granules cytoplasmiques pour les colorants acides, tels que 1'éosine, donne 2
cette cellule un aspect rouge orangé , dés le stade promyélocyte. Chez un individu sain, les
€osinophiles sont en trés faibles quantités, ils représentent seulement 1 & 5 % des leucocytes.
Comme les neutrophiles, ils sont capables de phagocyter et de digérer des microorganismes, mais
cela n'est pas leur fonction primaire. Les éosinophiles humains matures présentent un noyau bilobé
et de nombreuses vésicules cytoplasmiques ( planche : Eosinophile Humain ). Le nombre
important de ribosomes, de mitochondries et de microtubules contenu dans leur cytoplasme
suggere une importante activité métabolique. Les granules des éosinophiles matures sonf des
organelles li€es aux membranes et au centre desquels on peut observer des "noyaux” cristalloides
au microscope €lectronique.

Les €osinophiles peuvent étre induits & dégranuler en réponse 2 des stimuli appropriés. Ce
phénomene est le seul par lequel ces cellules peuvent utiliser leur potentiel cytolytique contre des
cibles trop grandes pour étre ingérées. Ainsi, il leur a été attribué un réle effecteur dans 1'immunité

antiparasitaire en particulier dans la schistosomiase (figure 6).

2- Propriétés biologiques et fonctions effectrices de I'éosinophile

Par son intervention au cours d'importants processus immunologiques, 1'éosinophile i
susciter l'intérét de nombreux groupes de recherche dans le monde et a fait 'objet d'un nombre

important de publications dans la littérature (11-22-42-59-66-68-90-97-109-110-128-130-131-138-143




FIGURE 6

_ROLE DE L'EOSINOPHILE AU COURS D'UNE REACTION

ANTIPARASITAIRE .
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Cependant, les fonctions de ce granulocyte restent encore mal définies. En effet dans les
réactions de type anaphylactique ou dans I'hypersensibilité 2 complexes immuns, I'éosinophile
joue un role immunomodulateur, mais dans un grand nombre de circonstances cliniques et

histopathologiques, on suppose qu'il jouerait plutdt un rdle cytolytique aboutissant & une

destruction tissulaire,

2-1- Propriétés biologiques du polynucléaire éosinophile

Trois caracteres fonctionnels apparaissent essentiels pour 1'éosinophile :
a- Ses capacités de mobilité (chimiotactisme)
b-Ses capacités de phagocytose

c- Ses capacités d'exocytose d'enzymes.

a- ses capacités de mobilité

La mobilisation des €osinophiles, en réponse a un stimulus chimioattractant, peut étre
spécifiquement dirigée ou non, elle peut dépendre d'une concentration d'agents chimiotactiques. Il

existerait un processus d'activation-désactivation de la cellule qui, une fois stimulée et recrutée au

niveau du site inflammatoire, deviendrait insensible 4 I'action des agents chimiotactiques.l—u2

b- Sa phagocvtose

La capacité de phagocytose a surtout été mise en évidence, in vitro, en présence
d'hématies sensibilisées, de granules mastocytaires ou de bactéries opsonisées. Cependant, in
vivo, cette activité d'englobement au cours des mécanismes de lutte antibactérienne ne semble pas
aussi importante que celle des neutrophiles. Par ses propriétés de phagocytose, 1'éosinophile offre

une protection tres faible,voire inexistante, lors du processus anti-infectieux.
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c- Sa fonction sécrétoire ou exocvtose

Les capacités d'exocytose de I'éosinophile peuvent avoir, comme effets positifs la
libération de médiateurs a action bénéfique, ayant pour but la destruction de certaines cibles
étrangeres et, comme effets négatifs, la libération de composés moléculaires toxiques pour les
cellules normales. C'est dans I'exocytose que peut étre soulignée la dualité fonctionnelle de
I'éosinophile ; d'une part une cellule immunomodulatrice, facteur d'homéostasie, dans certaines
réactions d'hypersensibilité ; mais d'autre part, une cellule effectrice pouvant participer activement

au développement d'une réaction inflammatoire. 113

2- 2- Fonctions effectrices de 'éosinophile

a- Eosinophile : Cellule "irﬁmunomodulatrice " (aspect bénéfique)
Le rdle du polynucléaire éosinophile était, jusqu'a présent, considéré comme bénéfique
pour I'hdte de par son role de cellule régulatrice de I'hypersensibilité immédiate.

Les travaux de Hallgren et Coll. en 1979 ont mis en évidence la capacité de 1'éosinophile & limiter
les manifestations allergiques résultant de la dégranulation des mastocytes ou des basophiles, par
la libération de médiateurs de I'anaphylaxie. D'autre part, Weller et Coll. 12 (1979) ont résumé la
capacité qu'ont les €osinophiles de neutraliser ces médiateurs libérés grice au contenu
enzymatique de leurs granules dont I'histaminase, 1'arylsulfatase et la phospholipase inactivant
respectivement 'histamine, la SRS-A et le P.A.F. Peu d'arguments convainquants sont venus

€tayer ces hypotheses in vivo.
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b- Eosinophile : Cellule "effectrice” (aspect néfaste)

Butterworth et Coll 1Jiont, en 1975, mis en évidence les fonctions effectrices de
I'éosinophile vis-a-vis des cellules cibles parasitaires . En effet, ils ont démontré que les
€osinophiles humains, incubés en présence de sérum de sujets atteints de bilharziose intestinale
sont capables de détruire les larves de S. mansoni ou "schistosomules", cultivées in vitro. . Par
la suite, ces mémes auteurs soulignent I'importance des récepteurs de membrane de 1'éosinophile,

par la mise en évidence d'une interaction entre les éosinophiles et les anticorps de classe IgG et
une inhibition par les IgG agrégées (1A9). Plus tard, M. Capron et coll.22 (1978), confirment
ces observations dans un modele expérimental, en identifiant 17gG,, comme sous classe

d'anticorps IgG, effectrice chez le rat, et démontrent par la suite que des anticorps de classe IgE
peuvent €galement rendre 1'éosinophile cytotoxique (1981) soulignant ainsi , pour la premiére fois
, l'interaction privilégiée entre éosinophile et anticorps de classe anaphylactique. Le mécanisme
d'action de cette €osinotoxicité présente deux étapes : la premiére est une étape d'adhérence i la
cible opsonisée, grice au récepteur pour 1'1gG ou I'IgE, puis la deuxi¢me étape consiste en une
dégranulation et une exocytose de médiateurs présents dans les granules de 1'éosinophile, au
contact de la cible.

A T'échelon moléculaire, le rdle de la protéine basique majeure (MBP) de Gleich ou celui
des protéines cationiques de 1'éosinohile (ECP de Olsson et Venge), semble déterminant dans
l'induction de la lyse. D'autres auteurs soulignent la participation du syst®me des péroxydases
(EPO) et le rdle de l'activation du métabolisme oxydatif, avec génération d'anions superoxides,
dans le processus de cytotoxicité-éosinophile dépendante . L'ensemble de ces résultats suggére un

mécanisme de lyse mulltifonctionnel.
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c- Modeles expérimentaux de mise en évidence de processus pathologiques

liés A une hyperéosinophilie périphérique ou tissulaire

1l existe quelques exemples en pathologie humaine ot 'expression d'une €osinotoxicité a
€té évoquée a la suite d'un parallelisme entre hyperéosinophilie périphérique ou tissulaire, et
I'évolution de certains aspects histopathologiques.

Des modeles expérimentaux permettent d'évoquer un rdle direct possible, de

I'€osinophile dans la survenue de certaines de ces atteintes viscérales.

8- _Eosinophilie et bronchopneumopathi

* Sur le plan clinique, la pneumopathie 2 éosinophile est caractérisée par un infiltrat

d'éosinophiles plus ou moins étendu et souvent transitoire au sein du parenchyme pulmonaire.

* Sur le plan immunologique, cette pathologie peut étre ou non liée & des manifestations
d'hypersensibilité immédiate, mais elle est souvent associée a des taux élevés d'IgE.

Par ailleurs, Frigas et Coll. (1980) ont montré que la Major Basic Protein (MBP),
purifiée a partir d'éosinophiles péritonéaux de cobaye, était cytotoxique pour des cellules
épithéliales de trachée de cobaye, en culture in vitro.. Les modifications histopathologiques et
ultrastructurales de la muqueuse de la trachée induite par les MBP, in vitro, seraient tout 2 fait
similaires a celles observées au cours de l'asthme bronchique chez 'homme. En effet, les résultats
de Venge et Coll.143(1977), sur I'étude et le dosage des protéines cationiques de 1'éosinophile
(ECP) par des tests de provocation au cours de I'asthme allergique, ont apporté d'importantes
informations sur le role de 1'éosinophile dans les réactions d’hypersensibilité immédiate.
Parall¢lement a une baisse du taux d'éosinophiles circulants, ils observent une élévation du taux
sérique d'ECP ainsi que l'apparition des premiers symptdmes cliniques.

Une situation similaire est retrouvée au cours de l'asthme intrinséque (cas de
l'intolérance a l'aspirine) suggérant l'existence d'une relation entre I'ECP sérique et la sévérité des

symptomes. Afin d'expliquer la pathogénése de l'atteinte tissulaire dans l'asthime, ces auteurs
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suggerent 1'hypothése suivante : "A la suite d'une réaction anticorps IgE-allergéne et de la
libération de facteurs chimiotactiques variés, les éosinophiles sont attirés vers la paroi et la lumiére
bronchique. Aprés leur accumulation dans les bronches, les éosinophiles libérent leurs

médiateurs, soit a la suite d'une autolyse ou a celle d'un processus de dégranulation.

§- Eosinophile et cardiomyvopathie

L'association hyperéosinophilie-cardiomyopathie a fait 1'objet de tres nombreuses
publications depuis les premieres observatons de Logffler (1936). De tous les organes ol
l'infiltration de l'éosinophile traduit le syndrome hyperéosinophile (foie, rate, coeur, poumon,
rein et la peau) le coeur est , certainement le plus sérieusement touché avec une endocardite dense
et une fibrose myocardique (cardiomyopathie de Loéffler).

L'activité cytotoxique de 1'éosinophile vis-a-vis des tuniques endocardiques a été décrite
par Spry et Tai 130 (1978). Les €osinophiles dans ce cas expriment beaucoup plus de récepteurs
de surface, ils sont vacuolés et contiennent moins de granules cristalloides. Le role de
I'éosinophile et son mécanisme d'action sont encore mal définis. Néanmoins, les résultats de ces
travaux laissent supposer que cette cardiomyopathie consécutive & une hyperéosinophilie majeure,
résulterait d'une libération continue de facteurs provenant des €osinophiles dégranulés dans la
circulation. Des études récentes démontrent la présence de MBP sur des biopsies de l'endocarde

réalisées par Mostem chez des patients atteints de syndrome hyperéosinophile.ﬂQ

§- Eosinophile et neuropathie

En 1933, Gordon 23 constate qu'un extrait d'homogénat de ganglions Hodgkiniens,
injecté dans les citernes ventriculaires d'animaux provoque une encéphalite. La participation de
I'éosinophile et surtout de ses granules spécifiques dans ce processus pathogéne, a été ensuite
démontréee 3¢ . Durack et Coll.3Z confirment ces observations et isolent une "neurotoxine” dans

les granules de 1'éosinophile induisant des 1ésions cytotoxiques, vis-a-vis du systéme nerveux
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central et périphérique.
3- _Etude antigénique et fonctionnelle du polynucléaire éosinophile par les Acm

Parmi tous les Acm dirigés contre les cellules leucocytaires, la plupart de ceux produits
jusqu'a présent sont dirigés plus spécifiquement contre les granulocytes, les monocytes et les
cellules myéloides (24- 8- 26- 34- 13- 6-7-11-553-38-) Un nombre tres limité d'auteurs se sont plus
particuliérement intéressés a la production d'Acm dirigés spécifiquement contre les éosinophiles
humains. Dans 1a majorité de ces cas, ces Ac. semblent reconnaitre €galement les granulocytes ,
les mastocytes , les lymphocytes et méme parfois les cellules myé€loides. Entre autre, I'Acm
produit par K. Foon et ColL.Z8 (1983) répond 2a cette description et se fixe a un antigéne de surface
de 95 kDa. Cette IgG1 ne semble avoir aucun effet sur l'agrégation des granulocytes, la
production de superoxyde, le relargage enzymatique, le chimiotactisme ou sur l'activité
cytotoxique de 1'éosinophile. Par contre, il semblerait que cet Acm nommé Eol stimulerait la
sécrétion de B glucuronidase et qu'il aurait, par lui-méme, une activité bactéricide vis-a-vis de
Staphyloccocus aufeus. Parallélement, Tai et Coll 138 ont produit six Acm dans le but d'isoler les

€osinophiles sanguins de patients atteints du syndrdme hyperéosinophile. Ces anticorps
reconnaitraient a la fois, les éosinophiles et les neutrophiles circulants, ainsi que les cellules de la
lignée hématopoiétique. Ils en déduisent alors que la majorité des principaux antigénes de la
membrane plasmique, chez I'éosinophile, seraient également présents sur les neutrophiles et sur
les cellules hématopoiétiques immatures. Au cours de 1'étude du processus de dégranulation et de
libération de I'ECP, ces mémes auteurs immunisent des souris contre les extraits de granules de
I'éosinophile d'une part et contre les produits de leurs sécrétions d'autre part. Les Acm obtenus se

fixeraient de fagon distincte A I'ECP sécrétée et a I'ECP stockée par 1'éosinophile humain .
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Récemment, Saito et Coll.22 (1986) décrivent un anticorps monoclonal nommé EO-1
reconnaissant f"es éosinophiles, les basophiles, les plaquettes et une minorité (2 %) de cellules
mononucléaires, mais ne reconnaissant pas les neutrophiles. Cet anticorps monoclonal serait
I'unique IgG1 a reconnaitre un antigéne de 23 kDa présent spécifiquement sur I'éosinophile, les

basophiles et les plaquettes qu'ils soient matures ou immatures. Parallélement, M. Capron et
Coll.22 (1986) rapportent I'étude fonctionnelle d'un Acm produit contre les €osinophiles humains
et dirigés contre le récepteur IgE sur I'éosinophile, les plaquettes et les macrophages humains. Cet
anticorps monoclonal nommé BB10 a été déterminé comme spécifique du récepteur Fc de 1'1gE,
grice au niveau €élevé d'inhibition de rosettes IgE formées par les éosinophiles a la suite d'une
préincubation avec de 1TgM purifiée de BB10, alors que d'autres récepteurs tels que le Fc XR oule
CR1 ne sont pas affectés. De plus ce méme groupe de recherche démontre une similitude entre le

récepteur Fc de I'IgE sur I'éosinophile et celui des plaquettes ou des macrophages, ce qui a abouti
a la notion de second récepteur pour I'IgE ( Fc;R2), par opposition au récepteur IgE présent sur

les basophiles et les mastocytes (Fcg R1) 2122




24

BUT DU TRAVAIL: DEUXTEME OBJECTIF

A I'appui de l'ensemble des travaux réalisés sur l'éosinophile humain et
dans le but de participer a I'éclaircissement de certains points obscurs
concernant la structure antigénique de surface de ce leucocyte, nous nous
sommes fixé comme objectif, dans un deuxieme temps, de produire un nouvel
anticorps monoclonal anti-éosinophile et d'en effectuer une étude biochimique,
et immunologique approfondie, afin de déterminer les fonctions biologiques

propres & ce leucocyte polynucléaire.
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II- PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX PAR HYBRIDATION
CELLULAIRE;

A- INTRODUCTION

1- DEFINITION

L'hybridation cellulaire consiste a fusionner deux cellules différentes pour former une entité
cellulaire, possédant la totalité ou une partie du matériel génétique des deux cellules d'origine. La
cellule hybride ainsi formée, ou "hybridome" peut exprimer simultanément, les propriétés

biologiques des deux cellules "parentales".

On peut donc par cette technique, envisager la fusion entre un B lymphocyte, cellule productrice
d'anticorps, et une cellule myélomateuse, possédant la propriété de se multiplier (in vitro) de fagon
exponentielle. Dans les cas favorables, 'hybridome formé conservera ces deux propriétés et
donnera lieu & une population cellulaire croissante qui, par plusieurs clonages successifs permettra
de produire des anticorps monoclonaux. Ces anticorps monoclonaux qui, par définition, sont
synthétisés par un seul clone cellulai:e, sont dirigés contre un méme déterminant antigénique et

forment par conséquent une population d'immunoglobuline de méme spécificité anticorps.

Des anticorps monoclonaux peuvent également étre obtenus, suite 2 la transformation en
lignées continues de 1'ymphocytes B par le virus Epstein-Barr (Steinitz et coll., 1977). Cette
technique qui conserve les caractéristiques des cellules B ainsi immortalisées, permet de travailler &
partir de cellules humaines. Cependant, le rendement est faible, les anticorps sécrétés sont bien
souvent de faible affinité et la production massive d'anticorps monoclonaux est moins fructueuse

que par le biais de I'hybridation cellulaire.
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En fait, il existe, tant chez 'homme que chez l'animal, une trés grande hétérogénéité
moléculaire des immunoglobines. Lorsqu'on injecte un agent immunogeéne a un animal, celui-ci
répond en fabriciﬁant différents anticorps dirigés contre les différentes molécules antigéniques de la
substance injectée. Il est pratiquement impossible de séparer ces différents anticorps de sorte que

les antisérums conventionnels contiennent un mélange d'anticorps variant d'un animal & un autre.

*Ceci présente un trés grand handicap pour le sérodiagnostic, surtout au niveau de la

standardisation des tests.

2- HISTORIQUE

La technique de fusion cellulaire, et 1'utilisation qu'il en est fait pour produire des anticorps,
est le fruit de nombreuses observations qui ont débuté avec les travaux de Barski et coll.& ( 1960).
C'est cependant a Kohler et Milsteim A ,que revient le mérite d'avoir, en 1975, réalisé les
premieres fusions de lymphocytes qui ont été a l'origine de la technique actuelle. Entre ces deux
époques, de nombreuses équipes ont, de par le monde, apporté leur contribution a 1'évolution de
cette technique. L'historique peut en étre résumée de la fagon suivante :
* En 1960, Barski et coll. 8 ont fait I'observation de fusion cellulaire spontanée. Une année
plus tard, en 1961, Sorieul et Ephruséi 129 confirment les observations de Barski . C'est en 1963
que Gershon et Sach“Z | confirment l'identification d'hybrides pouvant exprimer les antigenes

parentaux.

* L'année d'aprés, Littlefield2% met au point un systéme de sélection des cellules hybrides.
* Et c'est enfin en 1965 que Schletta et Ephrussi 121 effectuent la fusion d'une

cellule"immortelle" avec une cellule néonatale. A ces travaux ont succédé, une année plus tard, ceux

de Yerganian et Nell 133 qui augmentent par 100 le rendement de fusion cellulaire spontanée par le

virus de Sendai. La fusion cellulaire par agent chimique (DMSO) renforcée par la théorie du
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processus de fusion n'a été effectuée qu'une dizaine d'années plus tard, 1975, par Akong et coll.2

Ceci a ouvert lawoie a Pontecorvo 111 1976, puis Davidson 24, pour l'utilisation du Polyéthylene

glycol (PEG) et 'augmentation du rendement de la fusion .

L' historique en est résumée dans le tableau suivant :

ANNE

1973

1973

1974

1975

AUTEURS

SELIGMAN et BROUET 122

COTTON et MILSTEIN 32

WEIGERT et Coli. 147

KOHLER et MILSTEIN 24

TRAVAUX

Définition d'anticorps homogénes
issus du développement

excessif d'une lignée lymphocytaire.

Etude du contréle génétique de

synthése des Immunoglobulines.

Induction de plasmocytome chez la

souris.

Premiére fusion entre des cellules
myélomateuses et une population

lymphocytaire.
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B- FUSION CELLULAIRE
1- LES CELLULES

1- 1- Les lymphocyvtes producteur d'anticorps

1ls proviennent de la rate, des ganglions ou du sang. Le choix dépend principalement du
mode¢le expérimental, de la localisation particuliére de certaines populations lymphocytaires, ou
encore de la facilité d'obtention d'une grande quantité de cellules immunes.

1- 2- Les cellules myélomateuses ou plasmocytomes.

Depuis les travaux de Kohler et Milstein 22 (1975) de nombreuses souches myélomateuses

ont ét€ exploitées pour leur capacité de fusion. La lignée myélomateuse que nous avons utilisé au

cours de nos travaux est la lignée SP,O dérivée de la lignée P3 x 63 Ag8.

2 - LES AGENTS FUSOGENES

La fusion spontanée entre cellules est trés rare d'olt la nécessité d'utiliser des agents fusogenes.

2- 1- Le virus de Sendai inactivé

Les premiers travaux montrant le role fusogéne du virus de Sendal inactivé sont ceux

effectués par Arris et Watkins (1965) 101 115 n'obtiennent pas de cellules hybrides viables mais cet

échec s'explique par le choix des cellules et non pas par l'utilisation du virus.
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Les premiers hybrides viables induits par le virus de Sendai inactivé sont décrits par
Yerganian et Nell 133 (1966), puis Coon et Weiss 101 (1969) qui définissent les conditions
optimales d'obtention d'un rendement de fusion élevé. Dans leurs expériences, le taux
d'hybridation est multiplié par un facteur de 100 par rapport au taux de fusion spontanée.

Cependant, 'utilisation du virus de Sendai comme agent fusogéne présente plusieurs
inconvénients :

1. La préparation et le maintien de la souche virale sont délicate,
2. l'acnivité des différentes préparations virales est trés variable,
3. le virus est infectant pour certains types cellulaires,

4. l'introduction d'une information dans le génome cellulaire n'est pas exclue.

2-2- Les agents chimiques

Les problemes posés par l'utilisation du virus de Sendaf ont poussé les recherches vers
l'obtention d'un agent fusogéne chimique. Akong et coll Z(1975) ont étudié notamment l'effet

fusogéne du diméthyl sulphoxyde (DMSO) et du glycérol. Pontecorvo 111 (1975), montre que

l'utilisation du polyéthyléne glycol (PEG) comme agent de la fusion cellulaire permet l'obtention de

nombreux hybrides cellulaires. Peu aprés, Davidson et Gérald 33(1976) définissaient les

parametres de la fusion cellulaire par le PEG.

3- MECANISMES DE LA FUSION CELLULAIRE

Le mécanisme intime de la fusion cellulaire n'est pas connu avec précision, cependant, il

semble que 1'étape essentielle se situe au niveau de la membrane. Akong et coll 2 (1975) proposent
le schéma suivant pour expliquer I'action fusogéne de substances chimiques telles que le PEG

(Figure 7).
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Dans un premier temps, les agents de fusion chimique entrainent une fluidification des deux
couches lipidiques membranaires. Ceci est suivi par une agglutination des protéines de membrane.
Lorsque deux céllules présentant ce méme phénomene sont en contact, la fusion membranaire
s'amorce. Un réarrangement des feuillets lipidiques des deux cellules s'opere, conduisant & une
fusion localisée. La généralisation de la fusion se fait par l'intermédiaire du gradient osmotique
intracellulaire.Des fusions localisées induites par le virus de Sendai ont été observées au
microscope électronique par Toister et Loyter (1973). Les travaux de Sekiguchi et coll. (1981)
apportent des renseignements plus précis sur cette fusion. Ils montrent que l'activité du virus est
associée a deux glycoprotéines virales : la glycoprotéine HANA portant une activité
neuraminidasique qui permet 'agglutination cellulaire, et la glycoprotéine F qui est responsable de
la fusion cellulaire localisée. La phase suivante de généralisation de la fusion qui dépend
essentiellement du gradient osmotique intra-cellulaire est inhibée par des concentrations
extra-cellulaires élevées en sérumalbumine 191,

Les agents fusogenes chimiques entrainent une désorganisation des feuillets lipidiques
membranaire (L) favorisant l'agglutination des protéines de la membrane.

Les membranes ainsi désorganisées deviennent plus fluides et permettent alors une fusion locale

des deux membranes cellulaires voisines par réarrangement (Figure 7).

4- SELECTION DES HYBRIDES

La présence aléatoire des partenaires cellulaires au moment de la fusion implique I'obtention de

cinq groupes cellulaires possibles :

D llules_non fusionnées. Des cellules fusionnées
1. Les myélomes . 3. Myélomes-lymphocytes
2. Les lymphocytes 4. Myélomes-myélomes,

5. Lymphocytes-lymphocytes




FIGURE 8

~-SELECTION DES EHYBRIDES AU COURS DE LA FUSION |
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Ces cinq groupes cellulaires sont le résultat de la fusion aléatoire des cellules aux cours de
T'hybridation (Figure 8).

Aucune sélection n'est & envisager vis-a-vis des cellules immunes du fait de leur inaptitude

a proliférer in vitro. 1l faut cependant empécher la multiplication des cellules de myélomes de telle
sorte que seules les cellules hybrides se développent ; grice aux travaux de Littlefield 22 (1964), un
tel systeme de sélection a pu étre mis au point

Le systéme de Littlefield repose sur le fait que les cellules de mammiferes possédent deux
voies de synthése des nucléotides (Figure9) : soit une synthése de Novo 2 partir de sucres et
d'acides aminés, soit une voie de synthese utilisant des nucléotides préformés, I'hypoxanthine et la
thymidine. La synthése de Novo est bloquée par la présence d'aminoptérine ; l'autre voie de
synthese nécessite, quant a elle, la présence des enzymes Hypoxanthine, Guanine Phosphoribosyl
Transférase (HGPRT) et Thymidine kinase (TK). Or, Littlefield a isolé, a partir d'une souche
hétéroploide de souris, deux sous-lignées cellulaires respectivement décientes en HGPRT et en TK.
Ces déficiences mettent en corrélation respectivement une résistance a la 8-Azaguanine et la
S-bromodésoxyuridine. En fusionnant ces deux sous-lignées cellulaires, seuls les hybrides
possédant par complémentation des deux génomes parentaux la TK et la HGPRT, peuvent se
développer dans un milieu sélectif HAT (Hypoxanthine - Aminoptérine - Thymidine). En résumé, il
suffit donc que la lignée cellulaire myélomateuse utilisée soit déficiente en HGPRT ou en TK pour

que la sélection des hybrides s'effectue en milieu HAT.

5- STABILITE DES HYBRIDES

Au premier stade de leur prolifération, les cellules hybrides perdent une partie de leur
chromosomes. La stabilité des hybrides dépend essentiellement de 'homogénéité du systeme

d'hybridation, donc l'origine des partenaires de fusion sera le principal élément qui conditionnera la

stabilité des hybrides.
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Dans le syst¢me souris x_souris, la perte chromosomique est treés lente ; aprés 100
générations, on’ponstate, généralement, une perte de 10 & 20% des chromosomes initiaux, puis le
caryotype cellulaire se stabilise. La perte de chromosomes ne s'effectue pas d'une maniere aléatoire
et dans les hybrides interspécifiques, on observe une perte préférentielle de chromosomes d'une
des deux especes.

C'est le cas pour les chromosomes de rat dans les hybrides rat x souris et pour ceux de
souris dans les hybrides souris x hamster . Cette perte chromosomique se limite en général 4 10
a 20 % du total des chromosomes. Une exception cependant, les hybrides Homme x_souris,
sont particuliérement instables. En effet, Weiss et Green 142 (1967), signalent qu'apres 20
générations, il ne reste que de 2 4 15 chromosomes humains et qu'a la suite de la stabilisation des
hybrides, 100 générations plus tard, les hybrides ne contiennent plus que 1 a 3 chromosomes
humains. Ce sont généralement les mémes chromosomes humains qui sont conservés.

Ce mécanisme de déstabilisation des hybrides est encore mal connu. Il pourrait résulter,
d'un manque de coordination dans la transmission des génomes parentaux aux cellules filles lors de
la méiose.En fonction de ce mécanisme, il est aisé de comprendre que toutes les cellules viables ne
garderont pas systématiquement leurs propriétés immunologiques.

Outre l'information génétique, minimale, nécessaire a la survie de I'hybride, la cellule devra

en plus posséder trois informations génétiques indispensables et qu'elle se devra de conserver

impérativement.

- le génome induisant I'immortalité
- le génome codant l'enzyme HGPRT,

- le génome codant la synthése d'anticorps spécifiques.

La perte de 'une ou l'autre de ces informations, survenant au cours des mitoses, qui suivent

la fusion, conduira le clone cellulaire & perdre son activité ou i ne plus pouvoir survivre en culture.
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C- LA PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX

Les premicres expériences conduisant a la production d'anticorps monoclonaux sont celles
de Kohler et Milstein 23 (1975). Des B lymphocytes de souris immunisées par une suspension de
globules rouges de mouton ont été hybridées avec des cellules de la lignée myélomateuse P3 x 63
-Ag8. Ils obtiennent des cellules hybrides, dont certaines synthétisent des anticorps spécifiques du

globule rouge de mouton, démontrant ainsi que le génome lymphocytaire, s'exprime dans les
cellules hybrides néoformées. De plus, ces cellules hybrides possédant la capacité de multiplication

in vitro des cellules myélomateuses, représentent une source abondante d'anticorps
monoclonaux. La lignée myélomateuse P3 x 63 Ag8 sécrete une immunoglobuline (chaines légeres
et chaines lourdes). Par conséquent, les cellules hybrides vont sécréter des hybrides moléculaires,
mélangeant les chaines lourdes et les chaines légeres du myélome et du B lymphocyte. Pour
augmenter les chances d'obtenir des hybrides exprimant le génome des B lymphocytes, il est donc

préférable d'utiliser une lignée cellulaire ne sécrétant aucune immunoglobuline (non sécrétante), ce

qui justifie notre choix de la souche myélomateuse SP,0.

1- LE CLONAGE

L'état instable dans lequel se trouve I'hybride, peu de temps aprés la fusion, conduit
certaines cellules a perdre leur activité. Le puits de culture, dans lequel se trouve I'hybride
producteur, renferme la plupart du temps plusieurs clones cellulaires différents. Aussi, faudra-t-il,
rés rapidement isoler les cellules sécrétantes, afin de les préserver d'un "étouffement” causé par le
développement plus rapide, des autres cellules présentes dans le puits.La technique de clonage
consiste a individualiser un certain nombre de cellules, celles-ci pouvant alors évoluer, séparément

et faire I'objet d'un développement autonome.
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Cette individualisation s'effectue en plaques de culture (96 puits) dans lesquelles sont
réparties les cellules a raison d'une cellule par puit. Cette étape est fondamentale dans le processus
d'obtention d'anticorps monoclonaux si l'on veut assurer a la souche une stabilité génomique a
long terme, deux clonages successifs sont, au minimum nécessaires, le clonage ultime devant

donner naissance a des populations cellulaires homogénes (toutes sécrétantes).

2- LA PRODUCTION MASSIVE D'ANTICORPS MONOCLONAUX

La production massive d'anticorps monoclonaux peut étre envisagée sous deux aspects :
- une culture massive in vitro,

- une culture massive in vivo,

2- 1-_Culture massive in virro par culture cellulaire,

Les hybrides cellulaires gardent la propriété du myélome de se multiplier rapidement in vitro

. Cela permet la culture massive des hybridomes qui synthétisent des anticorps monoclonaux et les
sécretent dans le milieu de culture. Dans les conditions idéales de culture, certaines lignées
cellulaires peuvent produire jusqu'a 50 ou méme 100ug de protéines monoclonales par millilitfe.
Cependant, la production d'anticorps varie suivant les lignées cellulaires et on observe, beaucoup

plus souvent, des concentrations de 1'ordre du microgramme par millilitre.

Le surnageant de telles cultures de masse constitue un matériel abondant, a partir duquel les
anticorps monoclonaux peuvent étre isolés. Cette source de production est la seule qui permette
d'obtenir un anticorps rigoureusement monoclonal.

Jusqu'a présent, la principale difficulté de cette technique résultait de l'importante

contamination protéique des surnageants, causée par le sérum de veau foetal. Les purifications
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ultérieures posant alors des problémes. Cependant, 1'utilisation de substitut synthétique du sérum

de veau foetal dévrait en abaissant la concentration en protéine, favoriser cette voie de production.

2- 2- Culture massive in vivo par production d'ascite.

La production d'ascite in vivo se base sur le fait que les cellules hybrides acquiérent la
proprié€té tumorigénique des cellules myélomateuses. Les cellules hybrides injectées par voie
intrapéritonéale a un animal histocompatible ou incapable de rejeter les hybrides (athymique ou

nu/nu) entrainent le développement d'une tumeur intrapéritonéale. Cette tumeur conduit 2 la
production d'un liquide d'ascite riche en anticorps monoclonaux.(figure 10 A)

Cette technique est plus fructueuse que la précédente : en effet, les concentrations en
anticorps monoclonaux sont 10 & 1000 fois supérieures A celles observées dans les surnageants de
cultures cellulaires.Cependant, elle nécessite une importante infrastructure animalieére pour la

production de quantités importantes d'anticorps monoclonaux.

D- CONCLUSION,

Schématiquement et pour conclure ce chapitre important dans nos travaux de recherche,

nous pouvons résumer les différentes étapes présidant a la production d'un clone cellulaire hybride,
producteur d'anticorps monoclonaux par la figure 10 g

L'utilisation des anticorps polyclonaux pour le diagnostic est, depuis de nombreuses
années, d'une grande utilité. Cependant, au fur et & mesure de 1'évolution des techniques et de
I'amélioration des réactifs, les limitations des anticorps polyclonaux se font de plus en plus sentir,
notamment par plusieurs points : d'une part, les antigénes non purifiés entralnent une grande

hétérogénéité, au niveau des anticorps produits, ce qui nécessite une purification des anti-sérums.
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D'autre part, les résultats des immunisations sont imprévisibles car ils varient d'un animal A un
autre et par conséquent, sont difficilement reproductibles. En troisi¢me lieu, les anti-sérums ou
hyperimmunsérums sont trés hétérogénes au niveau de leur avidité, des réactions croisées et de

leurs fonctions effectrices. Et enfin, il est difficile de produire de grandes quantités d'un anti-sérum

donné.

Les anticorps monoclonaux résolvent, en partie, tous ces problémes car leur production ne
nécessite pas forcément des antigénes purifiés, de plus les quantités obtenues sont quasiment

illimitées et leurs réactivités reproductibles.

Quelques problémes subsistent néanmoins, dans cette nouvelle technologie. On peut noter,
par exemple, la grande part laissée au hasard, au niveau de la fusion cellulaire, ainsi que l'instabilité
des hybrides, ce qui induit un manque de reproductibilité d'une hybridation & l'autre.

De plus il faut signaler que les Ac. monoclonaux ont d'une maniére générale une affinité pour

l'antigene inférieure a celle des anticorps polyclonaux.

*Des améliorations restent encore a faire pour augmenter la fréquence des fusions

cellulaires ou pour obtenir une population initiale plus riche en cellules productrices d'anticorps.
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I - PREPARATION ET PURIFICATION DES LEUCOCYTES CIRCULANTS,

A- PREPARATION ET ISOLEMENT DES NEUTROPHILES HUMAINS

La purification des neutrophiles se fait d'apres la technique de Boyiim basée sur une
séparation cellulaire en fonction d'un gradient de densité et qui se résume de la fagon suivante :

- 15 ml de sang de donneurs sains, prélevés sur héparine, sont repris dans un volume
final de 40 ml en Tampon PBS. Au fond d'un tube Corning sont déposés 10 ml de Ficoll Paque,
puis, délicatement, les 40 ml contenant le sang de fagon a éviter l'émulsion "sang-Ficoll".

- Aprés centrifugation 30 mn a 1500 tours/mn a 15°C, le surnageant est éliminé en
conservant environ 10 ml de plasma. Le culot est repris V/V avec le plasma et ensuite dilué V/V
dans du dextran a 3% en eau physiologique. |

- Apres une sédimentation de 30 mn, le surnageant est soigneusement récupéré en évitant
les hématies.

- Effectuer un premier lavage avec du HBSS a 1800 tours/mn pendant 5 mn puis deux
chocs hypotoniques avec une solution de 20 ml de NaCl a O, 2%. Laisser agir 20 secondes puis
ajouter 20 ml de NaCl & 1, 6% et centrifuger & 1800 tours/mn pendant 5 mn.

Apres le deuxieme choc hypotonique en NaCl, le culot est resuspendu dans un volume précis de
HBSS Cat*Mg™* puis un comptage en cellule de Thoma est effectué.
Le pourcentage de pureté des sous-populations leucocytaires est de l'ordre de 90% soit un

rendement €levé par rapport & une simple purification du sérum sur un gradient BSA-Hypaque.
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B - PREPARATION ET ISOLEMENT DES EQOSINOPHILES HUMAINS

Le principe de la purification se base sur un gradient de métrizamide d'apres la technique de
Vadas et Coll (1979) 142 avec quelques modifications.

La purification de ces granulocytes s'effectue sur des prélévements de donneurs
hyperéosinophiles, de 60 ml en moyenne sur 0, 3 ml de calciparine. Aprés avoir ajouté 10 ml de
Dextran a 4, 5% en eau physiologique, laisser sédimenter 1 heure 2 37°C.( Les solutions utilisées
sont représentées dans le tableau A .

La préparation des gradients est une opération trés délicate, elle consiste en un dépdt de
2 ml d'un gradient de 25 % a 18% de métrizamide, diluée 2 partir d'une solution mere. Comme il
est représenté sur le tableau B .

Apres une heure de sédimentation, le plasma est récupéré, en évitant les hématies,
centrifugé a 2000 tours/mn pendant 10 mn, puis lavé deux fois en gel de Tyrode DNase apres un
choc osmotique dans 20 ml NaCl 2% (agiter vigoureusement pendant 20 secondes) et 20 ml de
NaCl 1, 6%. Les cellules sont enfin numérées puis déposées, trés soigneusement 3 une
concentration de 100 millions de cellules, par gradient. A la suite d'une centrifugation de 45 mn
3000 tgurs/rnn, les cellules sont récupérées, au niveau de chaque couche du gradient de 0 2 9 (B)
trés délicatement avec une aiguille & ponction lombaire ; trois lavages successifs sont alors
effectués en tampon HW sans Calcium (HW : Hank's Wallace) puis en tampon HBSS sans
calcium. Dans l'objectif de déterminer le pourcentage de pureté, aprés une derniére numération,

est effectuée une cytocentrifugation, puis une coloration au GIEMSA avant lecture au microscope

optique.




TABLEAU

—A -

Solutions utilis@es dans la technique de préparation des Eosinophiles Humains.

Dextrose
NaH CO3
Kel

Naz HPO
Nacl
Gélatine
DNase

QSP

Gel de Tyrode DNase

1 G
1 G
0,2 G
0,05 ¢
8 G
1 G
30 oG

1 L en eau distillée

&

Solution de métrizamide 3 30 G pour 100 ml de gel de Tyrode.

La densité& de la solution mdre doit &tre de 1,165.
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C- PREPARATION ET ISOLEMENT DES LYMPHOCYTES ET DES MONOCYTES

HUMAINS

D'apres la méme technique de Boylim, en méme temps que le culot de neutrophiles et
d'hématies, on récupére un anneau de cellules mononuclées dans le gradient Ficoll. Cet anneau
rassemble les monocytes et les lymphocytes ( tableau C).

La séparation de ces deux sous populations cellulaires, se fait par simple sédimentation en
plaque de cultures "super cluster” en présence de milieu de culture RPMI ou DULBECCO. Apres
30 mn a 37°C, les lymphocytes sont retrouvés en suspension dans le surnageant, alors que les
monocytes adhérent au fond du puit de plastique.

Apres plusieurs lavages en tampon PBS, les cellules mononuclées sont reprises dans un

volume bien précis de tarapon PBS ou HBSS puis comptées en cellules de Thoma.
D- PREPARATION ET ISOLEMENT DES PLAQUETTES HUMAINES

La procédure, généralement utilisée pour l'isolation des plaquettes humaines, se fait a la
- température du laboratoire et de la maniére suivante : le sang est centrifugé 4 120 x g pendant 15
mn, en plusieurs fractions de 5 ml et le plasma riche en plaquettes, est collecté dans un volume
final précis et centrifugé a 2000 g pendant 15 mn.

La contamination des plaquettes par les globules rouges nous a conduit & une resuspension pour 3
lavages, des plaquettes dans un tampon PBS & 2000 x g, puis nous avons collecté les plaquettes
dans un milieu de culture (MEM). Les plaquettes sont, enﬁg , comptées en cellule de Thoma

apres plusieurs dilutions appropriées (1/20, 1/40, 1/100) en fonction de la concentration du culot..




TABLEAU —C-—

1IN EERENY
plasma
//
Qoo OOy
©C DUV OO®-C Lymphocytes + monocytes
o Q0 oo g

— Globules rouges + granulocytes
L g g

TECHNIQUE DE BOYUM : SEPARATION DES CELLULES MONONUCLEES

ET DES POLYNUCLEAIRES
@
LILLE
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E- PREPARATION ET ISOLEMENT DES MACROPHAGES ALVEQLAIRES

HUMAINS

Les cellules récupérées par plusieurs lavages bronchiques sur des donneurs, sont lavées
trois fois en milieu MEM-PS (Penicilline-Streptomycine), centrifugées 400 x g pendant 10 mn 2

4°C, puis numérées en cellule de Thoma. Le culot est repris dans un volume précis de fagon 2
avoir une concentration saturée en CO5 & 5% pendant 2 heures dans une boite de pétri de 3 cm de
diametre en milieu MEM 4 20% en SVF inactivé.

Apres avoir éliminé les cellules non adhérentes, par plusieurs lavages en MEM, nous les
avons compté en cellule de Thoma pour les déduire des cellules totales déposées, de fagon 2 avoir

le nombre de cellules ayant adhéré. Le décollement des macrophages s'effectue par simple

resuspension a la pipette.

II. FUSTON CELLULAIRE POUR 1A PRODUCTION D'ANTICORPS
MONOCLONAUX

A- OBTENTION ET CULTURE DES LIGNEES CELLULAIRES

1- LA LIGNEE MYELOMATEUSE

Notre utilisation de la lignée myélomateuse SP,0 dérivée de la lignée P3 x 63 Ags,

s'explique d'une part, par le fait que ces cellules sont non sécrétantes, résistantes 2 20 mg/ml de
q part, p q

8-Azaguanine, et d'autre’ part, du fait de leur déficience en HGPRT, elle sont sensibles 2

I'’Aminoptérine.
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Au moment de la fusion cellulaire, les cellules doivent se trouver en phase exponentielle
de croissance. Apres le décollement de leur milieu de culture, les cellules sont lavées deux fois en

milieu TCM ( tableau des milieux de cultures figure 11 ), puis comptées.

2- LES LYMPHOCYTES

Les lymphocytes sont préparés a partir d'une rate prélevée chez une souris Balb/c

immunisée avec des neutrophiles ou des éosinophiles humains purifiés.

2- 1- Protocole d'immunisation.

Quatre souris Balb/c ont été immunisées avec une préparation de 107 cellules granulocytes
(neutrophiles ou €osinophiles) avec le plus grand respect de leur intégrité cellulaire et de leur

viabilité (95% de cellules viables en moyenne), et ceci selon le protocole suivant :

a- Injection par voie sous-cutanée.

Dix millions de granulocytes dans 100 pl d'eau distillée et 100 ul d'adjuvant complet de

Freund, sont injectés a chaque souris.

b- Injection par voie intrapéritonéale.

Aprés trois semaines, 107 granulocytes sont injectés en intrapéritonéale dans 100 pl d'eau
p gr y y P

distillée et 100 pl d'adjuvant complet de Freund a chaque souris.

Quinze jours aprés la seconde injection, les souris sont saignées, le niveau de leur
immunisation est contrlé par une technique radio-immunologique décrite plus loin (RIA) ou
immunoenzymatique (ELISA).

Selon les résultats du contrle d'immunisation, les souris subiront une nouvelle injection

par voie intrapéritonéale dans le cas ol la réponse serait faible. Dans le cas contraire, un rappel
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par injection de 5 x 10 6 granulocytes sera effectué par voie intra-veineuse, sans adjuvant complet
de Freund, trois jours avant I'hybridation. Le but de cette opération essentielle, est de stimuler
préférentiellement les lymphocytes sécrétant des anticorps spécifiques augmentant, ainsi, les

probabilités d'obtention d'anticorps monoclonaux anti-neutrophiles ou anti-éosinophiles humains.

2- 2- Contrdle des immunisations.

Le contrdle des immunisations, puis, plus tard, la sélection des clones sécrétants,
nécessite le choix d'une technique simple, rapide, et surtout répétitive, telle que le test
radio-immunométrique sur phase solide (SRIA) ou le test immuno-enzymatique (ELISA). Leur
souplesse d'utilisation, tant au niveau quantitatif, qu'au niveau du temps d'incubation, en font

deux techniques particulierement adaptées au dépistage des anticorps monoclonaux.

a - Phase d'adsorption de l'antigéne sur la phase solide.

L'antigéne préparé suivant la technique d'extraction membranaire, décrite au chapitre

suivant, est fixé par simple adsorption, su'r une plaque de polystyrene 96 puits (Falcon 3911),

puis 100 pl d'une solution & 5 pl/ml d'antigénes extraits de neutrophiles ou d'éosinophiles

humains, en tampon PBS 0,1 M pH 7,4 (tampon utilisé pour toute la technique) sont déposés

dans chaque puit. Aprés 3 heures d'incubation, a la température du laboratoire, les protéines

absorbées sur le support sont bien fixées, les autres sont éliminées par trois lavages successifs en

PBS. Les sites du support , libres sont saturés par du PBS 2 2% de sérumalbumine bovine (Tp
PBS-BSA 2%) et ceci afin de limiter les bruits de fond.

La plaque est ensuite lavée deux fois, avec 200 pl de tampon PBS-BSA 4 0,1% par puit,

puis, pour finir, par 200 pl de Tampon PBS-Azide 2 0,1%. Ces plaques correctement séchées, et

conservées a 4°C peuvent étre utilisées pendant un mois.
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b- Incubation des sérums ou des surnageants de culture.

Les sérums des souris immunisées sont dilués en tampon PBS (au 1/10, 1/100, 1/1000
et au 1/10.000). Un sérum de souris saine est utilisé comme témoin négatif. 100 ul de chaque
dilution sont déposés dans chaque puit, puis, apres deux heures d'incubation au minimum a 37°C,
la plaque est lavée deux fois avec 200 ul de tampon PBS-BSA 0,1% par puit.

*Le test est pratiqué, au moins en en double, afin d'en confirmer la répétitivité.

c- Révélation.

La révélation, dans le cas du test SRIA, s'effectue par un sérum de lapin
anti-immunoglobulines de souris, marqué 2 172, par la méthode de la chloramine T (3,5 pci/ug)
(Hunter et Greenwood, 1962) & . 100 ul d'une dilution ayant une activité d'environ 100.000
cpm (coups par minute) sont mis en incubation une heure a 20°C.

Apres quatre lavdg‘es en PBS, les cupules sont coupées, puis mises & compter au

compteur Gamma, dans des tubes 3 hémolyse, lesquels sont préalablement contrdlés avec leur

support, afin d'éliminer les bruits de fond non spécifiques.

*Dans le cas du test ELISA, la révélation se fait par un sérum de chévre ou de lapin
anti-immunoglobulines de souris, marqué a la péroxydase.

Apres incubation d'une heure 30 mn a2 h 2 1a température de 37°C, la plaque est lavée,
trois fois en PBS-BSA 0,1%. La révélation, proprement dite, est faite par un substrat de la

péroxydase : 1'Orthophényl diamine (OPD) dans les proportions suivantes : 9 mg d'OPD sont

repris dans 25 ml de tampon substrat plus 16 pl d'eau oxygénée H50, (30%).

Le tampon substrat est un tampon phosphate 0,1 M pH 7,2 ramené 2 pH 5,5 avec de

l'acide citrique 0,1 M. L'incubation de 'enzyme-substrat se fait pendant 30 minutes a 37°C a

'abri de la lumiére, la révélation est alors stoppée par une solution H,S0, (2N) ou HCI (1N).

Puis lecture en lecteur de plaque & 490 mn.
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2- 3-_Préparation et récupération des lymphocytes de 1a rate .
La rate de 'animal immunisé est prélevée stérilement dans une boite de pétri ; une
suspension cellulaire est réalisée par homogénéisateur en verre muni d'un piston liche. Les

cellules sont lavées deux fois en milieu TCM et comptées en cellule de Thoma.

3- PREPARATION DES CELLULES NOURRICIERES

Certaines étapes importantes de la technique de fusion cellulaire, nécessitent la
coopération de cellules nourricieres et notamment, lors des phases de sélection et de clonage des
cellules hybrides .

Ces cellules sont souvent des fibroblastes qui, par leurs produits de sécrétion, favorisent
la croissance cellulaire des hybrides et permettent une meilleure stabilité du pH du milieu de
culture, grice & leur pouvoir tampon.

La présence de macrophages permet l'éliﬁﬁnadon rapide des débris cellulaires, purifiant,
de ce fait, le milieu. Les cellules sont préparées par lavages de la cavité péritonéale de souris
Balb/c ( par injection de 5 ml de milieu A. Lgs cellules obtenues a partir d'une souris, sont mises
en suspension dans un volume total de 12 ml en milieu A, et réparties en plaques de culture (27
puit NUNC) ou en plaques de clonage (96 puits limbro). Aprés incubation (48 H A 37°C), les

cellules non adhérentes ainsi que les hématies sont éliminées par aspiration du surnageant de

culture.

* Les cultures ainsi préparées peuvent &tre utilisées dans un délai d'une semaine environ.
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4 - MILTEUX DE CULTURES

La composition de tous les milieux de culture utilisés dans la manipulation (TCM, HAT,
HT, A) est détaillée dans le tableau de la figure 11.
Avant leur utilisation, tous ces milieux doivent étre testés, afin de déceler une éventuelle

contamination, ou un risque de cytotoxicité de leurs composants.

B - PROTOCOLE DE FUSION.

La technique utilisée est inspirée des travaux de Howard, Kearn et Clevinger, (1978) 101,
La fusion est induite par un mélange PEG (Polyéthylene glycol)-DMSO (Diméthyl sulfoxide).
(figure 12)
- Trente grammes de PEG (1500 ) sont dissous dans 42 ml de Tampon phosphate 0,01
M, NaCL 0,015 M pH 7,2 et 6,2 ml de DMSO. La solution est ensuite stérilisée par autoclavage
20 mn a 115°C. La fusion est effectuée dans un tube a centrifugation 50 ml. Aprés numération, les
lymphocytes et les cellules de myélomes sont mélangés, a raison d'une cellule de myélome pour
cing cellules spléniques. Le tube est centrifugé S mn a 500 t/mn.

- Le culot de centrifugation, aprés avoir été trés l€gérement remis en suspension est traité
de la fagon suivante : - Le PEG, préchaunffé 4 37°C, est additionné goutte a goutte, sous agitation,
A raison de 1 ml en 60 seconde

- Puis 1 ml de milieu TCM en 1 mn puis 20 ml de milieu TCM sont, ensuite, ajoutés
sous agitation lente et réguliere. Aprés fusion, les cellules sont lavées en milieu TCM afin
d'éliminer le PEG, puis reprises dans le milieu A, 2 raison de 10 6 cellules/ml.Les cellules sont

ensuite réparties en plaques de culture de 24 puits (0,5 x 10 6 cellules /puits) et placées en

incubateur CO, 37°C, sous atmosphére humide.




TGCURE 11 :,
COMPOSITION

ET UTILISATION DES

MILITEUX DE CULTURE CELLULAIRE

Nature

Composition

Utilisation

Milieu
A

Milieu DMEM (@)
4 x 1073 M NaHcO,
3,5 % AANE (D)
15 % svF (c)
100 UI/m1 penicilline
5Q/ug/m1 streptomycine

pH 7,2 - 7,3

Culture des
cellules
myélomateuses
et hybrides

Milieu DMEM (d)
4 x 103 M NaHCO,
25 mi HEPES
100 UI/ml penicilline
SO/ug/m] strentomycine
pH 7,3

Fusion celiulaire

Milieu
HAT

Milieu A contenant :
1 x 1074 M hypoxanthine
4 x 105 M thymidine
4 x 1074 M aminoptérine

Sélection des
hybrides cellulaires

®
LILLE

Milieu
HT

Milieu HAT

sans aminoptérine

Culture des cellules
hybrides (transition
entre le milieu

HAT et le milieu A)

a

)
)
) S
) 0

OMEM : milieu dé'Eagle modifié par Oulbeccod 4,5 g/1 de glucose
(GIBCO, U.S.A.) _ . 1
AANE : acide aminé non essentiel (@xBCO: Usa)
VF : sérum de veau fcetal décompléments

par chauffage 1 n & 26°C .
MEM : milieu de Eagle modifié par Oulbaccod l g/1 de,glucose (GIBCO, USA)

!
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- Le lendemain, 1 ml de milieu HAT est ajouté, afin de débuter la sélection des cellules
hybrides par I'’Aminoptérine. Le troisiéme jour, le surnageant est remplacé en totalité par du milieu
HAT.

- Aprés une semaine de culture, les clones commencent & se développer, le milieu
sélectif peut alors étre remplacé par du milieu HT de transition, aprés vérification que les
myélomes témoins soient morts.Les surnageants de culture bien métabolisés, sont testés deux &

trois semaines apres le début de la fusion, lorsque les cellules recouvrent la totalité de la surface du

puit.

C-STABILISATION DES CLONES.

L'instabilité des hybrides rend obligatoire la mise en oeuvre de techniques permettant
d'obtenir le plus rapidement possible une souche cellulaire stable, sous peine de perdre l'activité
immunologique initialement mise en évidence.

Deux méthodes sont appliquées :

- soit une immobilisation temporaire des souches par congélation,

- soit la sélection et séparation des hybrides par plusieurs clonages successifs,

1- CONGELATION

La congélation a pour but essentiel de conserver des cellules hybrides en réserve pour
pallier a d'éventuels risques de contamination, dé perte d'activités, de toxicité ou autres. Mais
c'est aussi un moyen de bloquer, provisoirement, le réarrangement chromosomique des cellules
hybrides, dans l'attente d'un clonage ultérieur.

Apres remise en suspension des cellules, dans leur puit de culture, le culot est récupéré
dans 1 ml de sérum de veau foetal A 10 % en DMSO et réparti en ampoules de congélation. Les

cellules sont d'abord placées a 4°C pendant 30 mn, puis dans une téte de congélateur pendant trois
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heures et enfin mises en place dans un contenaire 2 azote liquide (LR33 Union Carbide).

La décongélation s'effectue rapidement au bain-marie 37°C.

2 - LE CLONAGE

Le but du clonage est d'isoler une seule cellule de son environnement initial, afin de

permettre le développement d'un clone homogene.

* Le premier clonage, en général, permet d'isoler la population sécrétante des autres populations

se trouvant initialement dans le puit de départ.
* Le second clonage permet de sélectionner les clones ayant la meilleure activité de synthese.
* L'ultime clonage doit donner lieu a I'obtention d'une population homogene.
Le clonage est effectué par la technique de dilution limite. Les cellules en culture sont

mises en suspension, puis transférées dans un nouveau puit de culture. Celles-ci sont ensuite
comptées jusqu'a obtention d'une dilution contenant 20 cellules /ml de milieu. Cette suspension

cellulaire est, ensuite, répartie en plaques de Cooks (96 puits) a raison de 50 pl par puits, soit en
théorie, une cellule pour 50l .Les plaques sont ensuite mises en incubateur CO, & 37°C. Seuls les

surnageants issus des puits ol un seul clone s'est développé, seront testés. Les clones positifs

. seront ensuite multipliés puis congelés en azote liquide.

D - CARACTERISATION IMMUNQCHIMIQUE DES ANTICORPS,

1- DETERMINATION DE L'ISOTYPE

La détermination de l'isotype de I'anticorps a étudier s'effectue a partir des surnageants de

culture des cellule clonées. Dans cette optique, deux méthodes ont été utilisées :
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1 -2- La technique de double diffusion en gel (Quchterlony, 1958).

La technique est réalisée sur gel d'agarose & 0,9% (indubiose A 37, IBF France) dans un

tampon barbital sodique Hel pH : 8,2, déposé avec une épaisseur de 2 mm, sur une lame de verre,

au préalable, bien dégraissée a 1'alcool. Dans les puits périphériques découpés & l'emporte-pigces,

sont déposés les antisérums de chévre ou de mouton anti Immunoglobulines G , Gy, ,G2b,

Gz et M de souris , alors que le surnageant de culture est déposé dans le puit central, suivant le

diagramme suivant :

SNG = SURNAGEANT DE CULTURE

ANTI G3
o
ANTI M@ @ ANTI G2
TEMOIN - @ @ ANTI G2 p
o
ANTI G1

Volume antisérums: p

)
Volume su
FIGURE 13 rnageant: 2 00 1.1
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A la suite d'une diffusion de 48 H en chambre humide et a la température ambiante, le gel
est lavé, une heure en tampon citrate 5 % (P/V), puis 48 H en Nacl 0,9%, puis il est déminéralisé
en recouvrant le gel d'un papier Watman N°1, humidifié par de l'eau désionisée. Les lames sont

alors séchées puis colorées au bleau de Coomassie.

1- 2- Technique immunoenzvmatique en ELISA,

Cette technique rejoint directement celle, utilisée pour le contrdle d'immunisation des
animaux, ainsi que le contrle des surnageants de culture.50 pl de chaque inti-immunoglobuline
de souris diluée au 1/100 sont absorbés sur une plaque de polystyréne (Falcon 3911). Aprés une
saturation en tampon PBS-BSA O,1%, 50 ul de surnageants dilués cinq fois sont déposés, dans
chacun des puits. L'incubation s'effectue deux heures a 20°C.

Apres trois lavages en tampon PBS-BSA 0,1%, les immunoglobulines de souris fixées par les
différents anti-sérums sont révélées par un sérum de lapin anti-immunoglobulines de souris,

marqués i la péroxydase. Puis par incubation avec 9 {11 d'OPD dans 25 ml de tampon substrat.

*Cette méthode est plus sensible et plus rapide que la diffusion en gel de plus elle permet de

confirmer celle-ci.

La détection de l'isotype permet, non seulement, de connaitre l'une des caractéristiques
immunochimiques importantes de l'anticorps, donc de s'assurer de sa stabilité, mais aussi de

choisir la technique appropriée a sa purification. Cette derniere sera différente selon que

I'Immunoglobuline sera d' isotype M ou G .
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E - PRODUCTION DE L’'ANTICORPS MONOCLONAL.

1-PRODUCTION D'ASCITES : PRODUCTION MASSIVE D'AC. MONOCT.ONAUX

Des quantités importantes d'anticorps monoclonaux peuvent étre obtenues 2 partir de la
sécrétion d'un liquide d'ascite par la souris .

Deux méthodes peuvent étre utilisées :

1- 1- Une premiere méthode : intrapéritonéale avec pristane.

Elle consiste 2 injecter chez l'animal, ayant regu dix jours auparavant, une injection
intrapéritonéale de 0,5 ml de pristane (2,6 ; 10 ; 14, Tétra-Méthyl Pentadécane) 5 x 109 cellules
hybrides, préalablement lﬁvées, afin d'éliminer le sérum de veau foetal. Cette injection de
Pristane, au préalable, a pour but d'augmenter d'une fagon importante la production d'ascite
(Potter et Coll., 1973)H2,

Dix jours apres l'injection des hybrides chez la souris Balb/c, 2 & 5 ml de liquide ascite peuvent

étre obtenus dans sa cavité péritonéale.

1- 2- Une deuxieéme méthode : sous cutanée sans Pristane,

Une autre méthode permettant d'obtenir, par injection sous-cutanée de 2 a 3 x 106
cellules, et dans un délai de zéro & deux semaines, une tumeur, si¢ge d'une multiplication
cellulaire trés importante.

Aprés prélévement, la tumeur est broyée, les cellules sont lavées puis injectées par voies
intrapéritonéale, chez d'autres souris Balb/c saines.

Afin d'entretenir le cycle de production d'ascite, une partie des cellules récupérées a partir

de la tumeur, est injectée a une souris Balb/c en sous-cutanée, alors que le reste permet l'injection
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a environ huit a dix souris par voie intrapéritonéale.Dans ces deux cas, l'ascite est recueillie, puis
centrifugée, 10 minutes & 1000 g pour éliminer le culot d'hématies et, enfin, elle est récupérée

avec addition finale de 10"#M de PMSF afin d'inhiber I'action de protéases.
2- Controle de la production.

Le contrdle de la production d'anticorps monoclonaux est trés important en raison de
I'instabilité des souches. Aprés quatre a cinq passages successifs chez I'animal, une baisse
d'activité est souvent observée, celle-ci ayant pour origine la baisse de la quantité d'anticorps
sécrétés. Lorsque ce phénomene est observé, il est alors nécessaire de décongeler de nouvelles
souches afin d'obtenir de nouveau, un taux de sécrétion maximum.Le contrdle quantitatif des
immunoglobulines sécrétées est effectué par electrophorese sur acétate de cellulose. L'intensité des
bandes obtenues est lue par un lecteur permettant de transformer chaque bande en pic
d'absorption. La surface de chaque pic, et notamment, celle correspondant a l'anticorps
monoclonal, permet un calcul approximatif de la concentration de celui-ci dans I'ascite.

*Cette technique permet avant tout un controle "visuel” de la sécrétion.
Un contrdle des spécificités plus précis est ensuite effectué par la technique SRIA (cf.

immunisation, contrdle surnageants), les dilutions logarithmiques de l'ascite étant effectuées

jusqu'a perte de toute activité.
3- Purification des anticorps monoclonaux.

Les anticorps obtenus €tant dans le cas de l'anti-neutrophile humain une IgG,, et dans

celui de I'anti-eosinophile humain une IgM, nous ont conduit 2 utiliser deux méthodes différentes

quant 3 leur purification respective.

3- 1- Purification de I'Iana anti-neutrophiles humains.
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La méthode utilisée comporte quatre étapes principales.

-Précipitation au sulfate d'ammonium.
Deux précipitations successives, au sulfate d'ammonium, & 50 % final permettent
d'obtenir une fraction protéique riche en IgG. Une partie de 'albumine, ainsi que 1'hémoglobine

est ainsi facilement éliminée. Le dernier précipité est repris dans un volume minimum d'eau

distillée.

- Dessalage

L'élimination du sulfate d'ammonium est réalisée par gel filtration. Le gel filtration
s'effectue sur une colonne GFOS (IBF France)ayant une limite d'exclusion protéique de 7 000. La
colonne est équilibrée en tampon Tris 0,05 M NaCL 0,1 M pHS. La force ionique a la sortie de la

colonne est en permanence controlée permettant ainsi une optimisation de la chromatographie.

- Echangeurs d'ions.
L'utilisation complémentaire de la DEAE-trisacryl (IBF-France) et du Blue-trisacryl
(IBF-France) nous a permis d'optimiser, d'unie facon importante le rendement de purification.

La fraction dessalée est déposée sur une colonne échangeuse d'ions DEAE-Trisacryl équilibrée en
| tampon Tris 0,05 M, naCl 0,1 M pHS8. Le premier pic d'absorption obtenu renferme la
quasi-totalité des IgG monoclonales, mais également, une quantité assez importante d'albumine
(40%). L'utilisation d'une force ionique plus faible (0,05 M NaCl, par exemple, au lieu de 0,1 M)

permet d'obtenir des fractions non contaminées par l'albumine, mais le rendement de purification

est alors inférieur 2 50%.
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- Elimination de I'albumine contaminant :

Le passage de la premiére fraction sur la colonne Blue-Trisacryl permet donc d'éliminer
l'albumine. En effet, le chromophore fixé sur la colonne exprime une affinité importante a I'égard
de certaines protéines et notamment 'albumine. La fraction non retenue sur DEAE est donc passée
directement sans changement de tampon sur la colonne d'affinité. L'albumine reste absorbée.

Ainsi les IgG purifiées sont recueillies dans la premiére fraction protéique.
3- 2- Purification de 1'IgM anti-eosinophiles humains.

La molécule dTgM étant d'un poids moléculaire beaucoup plus élevé que celle de 1'1gG,

nécessite une stratégie de purification légérement différente de celle-ci : la filtration sur gel.
La préparation des Immuinoglobulines M est réalisée par gel filtration avec une précipitation au
sulfate d'ammonium, telle qﬁ'elle a été décrite au chapitre précédent et par un dessalage identique
a celui de I'IgG.

Le principe de cette gel filtration par rapport 2 celui de I'échangeur d'ion, se base sur les
capacités différentes des molécules a pénétrer dans les pores de la phase stationnaire.Les trés
grosses molécules ne pénetrent jamais dans le gel et traversent plus rapidement le support
- chromatographique, les plus petites entrent dans les pores du gel et se déplacent plus lentement.
Les molécules sont donc éluées dans 1'ordre des masses moléculaires.

La colonne de gel filtration (G-25) est équilibrée en Tp antifongique P.S. ( Penniciline ;
Streptomycyne ) Tris 0,05 M en NaCl 0,15 M de pH 7-8 a 8,5, le premier pic d'exclusion

renferme la quasi-totalité des IgM monoclonales, le reste correspond aux IgG non spécifiques et a

I'Albumine.
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II- SOLUBILISATION ET EXTRACTION MEMBRANAIRE DES PROTEINES DE
SURFACE DES LEUCOCYTES HUMAINS.

Dans le cadre d'une étude approfondie des propriétés de différents types de détergents et
d'apres les expériences de Howard et Barnwelle (1983) 89, nous avons étudié leurs capacités de

dissolution de différentes protéines de la surface membranaire des cellules.

A- EXTRACTION DES PROTEINES MEMBRANAIRE .

1- INHIBITEURS ENZYMATIQUES.

| Quarante a cinquante millions de cellules fraichement purifiées A partir de sang de
donneurs placés dans des tubes en plastique (Eppendorf) sont repris dans un tampon PBS 1IN
pH7, 2 ou HEPES dans une concentration de l'ordre de 20 pl pour 100 cellules.
A ce volume est ajouté un mélange; préparé extemporanément d'inhibiteurs enzymatiques
dans une concentration de 10 pl/ 100 cellules , ce mélange est constitué de :

-2 mM de phénylméthyl sulfonyl fluoride (PMSF),

- 0,2 mM TPCK (Trypsine),

- 0,2 mM TLCK (Trypsine).

Apres avoir bien agiter vigoureusement le mélange, y est rajouté le détergent en question 2 1%.

2- DETERGENTS UTILISES

Les détergents utilisés sont de 3 types :

-1- Type anioniques (SDS : Dolecyl Sulfate Sodium
; DOC : Desoxychlorate ) .



56

-2- Type non anioniques ( Tween 20; Tween 80;

Triton X 100 et Dodécyl - D - 3- Maltoside )
-3- Type zwitterionique ( CHAPS )

3- INCUBATION ET DYALISE

L'incubation des cellules avec les différents détergents testés se fait en rotation continue &

4°C, pendant 40 mn 2 1 heure.

B- CONTROLE DE L'ETAT DES CELLULES

Apres centrifugation a 2 500 ¢/mn pendant 10 2 15 mn, alors que le surnageant contenant
les protéines solubilisées est récupéré dans un boudin de dialyse et dialysé contre de l'eau distillée,
pendant 48H 2 4°C, le culot est passé sur cytocentrifugeuse, puis les lames sont colorée au
GIEMSA afin d'étre observée au miéroscope optique. Nos résultats sont donnés 2 la suite d'un

comptage du nombre de cellules encore intactes par champ optique (observé  I'objectif 40).

C- DOSAGE DES PROTEINES

Pour mieux suivre 1'élimination du détergent et des inhibiteurs protéasiques avant et apres
dialyse, des mesures de la concentration de protéines sont réalisées en BIO-RAD puis passées en

spectrophotométrie a 540nm.
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IV. ETUDE BIOCHIMIQUE ET FONCTIONNELLE DES ANTICORPS
MONOCTLONAUX PRODUITS,
A- _CONTRQOLE DE LA SPECIFICITE DES ANTICORPS MONQCLONAUX PRODUITS.

Trois techniques différentes , mais complémentaires, nous ont permis de confirmer les

premiers résultats obtenus.
1- TECHNIQUE IMMUNOENZYMATIQUE (ELISA)

Ce test s'inspire directement de la technique d'ELISA, décrite dans le chapitre précédent,
avec comme particularité, I'adsorption sur différentes plaques de polystyreéne, d'antigénes issus de
l'extraction au Dodecy-8-D-Maltoside de différentes populations leucocytaires : neutrophiles,

eosinophiles, monocytes, lymphocytes, macrophages et plaquettes.

2- TECHNIQUE D'IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE EN PHASE LIQUIDE
(CYTOFLUOROMETRIE DE FLUX)
Priucipe

Son principe est simple et repose sur une premiére reconnaissance des antigénes, de la
surface des cellules entiéres, et encore viables (95% de viabilité), par I'Ac monoclonal. La

révélation est effectuée par un anti-sérum de lapin, anti-souris marqué 2 la fluorescéine.

Technique

Deux cent pld'une solution & 2 x 100 cellules/ml de PBS, de neutrophiles, eosinophiles,
lymphocytes, monocytes, macrophages, ou plaquettes humaines, sont incubés 45 mn a une heure

avec 100 pl d'Ac monoclonal utilisé 3 différentes concentrations en tampon PBS.
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Apres trois lavages en PBS a 1 800 t/mn, pendant 10 mn, les cellules sont incubées
pendant 45 mn a une heure 4 4°C en présence d'un conjugé anti-souris marqué 2 la fluoréscéine.
Apres deux lavages toujours dans le méme tampon, le culot est resuspendu dans un

volume de 400 pl. La lecture est alors effectuée au cytofluorimetre (.SOH Cytofluorograf Ortho,

Instruments, Westwood, MA).

B- ETUDE BIOCHIMIQUE : IMMUNQ-ELECTROTRANSFERT "BLOTTING".

C'est dans le but, 2 la fois, de confirmer la spécificité des anticorps monoclonaux, et
d'en déterminer les caractéristiques biochimiques, que nous avons effectué plusieurs

immuno-€lectrotransferts.

1- ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE : (SDS-PAGE)

1- 1- . Solutions et tampons utilisés.

* Solution d'Acrvlamide :- Solution & 13% d'Acrylamide,
- 13 g d'Acrylamide 2 cristallisé (SERVA),
- 0,35 de Bis Acrylamide (SERVA = N N Methylbis Acrylamide 2
cristalisés)
- 0,1 g de SDS (Lauryle Sulfate : SIGMA),
- 50 ml de Tampon Tris HC1 0,75 M pH 8§,8.

Le tout est complété 2 100 ml en eau démiralisée, puis filtré, sur filtre de 0,25 u de diamétre et

enfin, dégazéifiée pendant quelques minutes.
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* Tampons utilisés.

- Tampon Tris 0,75 M/250 ml pH 8,8 ajusté en HCl (1N),
- Tampon Tris 0,50 M/250 ml pH 6,8 ajusté en HCI (1N),
- Tampon échantillon 62,5 mM Tris 0,5 M HCl pH 6,8,

- 3% de SDS,

- 10% de Sucrose (Saccharose UCB).

Le tout est complété & 50 ml en eau distillée et dans lequel est rajouté 0,1 g de Bromophénol

(Bleuw).

*Tampon électrophorése, (préparation pour deux litres de tampon de pH 8,8)
- 6 g de Tris (Trizma Base)
- 28,8 g de Glycocol (glycer : Merck),
- 2 g de SDS ( Sodium Dodécyl Sulfate).

1- 2- _ Préparation du gel extemporanément

Dans une éprouvette sont rap;xdement mélangés, 30 ml de solution Acrylamide 4 13 % ,
15 pl de TEMED ( N-N-N-N-Tetra éthyl thyléne Diamine , SERVA) et Persulfate 3 10 % en eau
distillée (SERVA-Ammonium-Persulfate).

Cette solution encore liquide, est déposée délicatement, entre les lames montées sur
portoir pour électrophorese, puis recouverte de la phase supérieure d'une solution d'alcool
isobutilique dilué au demi.

Apres deux heures de polymérisation, & la température du iaboratoire, I'extrémité

supérieure du gel est lavéé.plusieurs fois avec du tampon Tris 0,37mM.
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Puis dépdt du "Stacking gel" Acrylamide 5%, également préparé extemporanément de la
fagon suivante : 7,5 ml de solution Acrylamide 5% mélangée 2 4,5 pl de TEMED et 45 il de
Persulfate 3 10 % est déposée au dessus du gel, polymérisé puis délicatement, dépdt du peigne
moulant les puits ol se feront les dépots. Apres une heure de consolidation, le peigne est retiré, et

les fentes lavées au Tampon électrophorése.
1- 3- Préparation des échantillons.

Quarante 2 100 pl d'antigénes ou de protéines solubilisées ou lyophilisées, sont repris
dans 20 & 40 pl de Tampon échantillon (avec ou sans dénaturant 8-Mercapto-Ethanol) bouillis
deux fois deux minutes dans un bain-marie & 100°C et déposés dans les puits du gel.

Les poids moléculaires standards (Pharmacia), sont traités de la méme fagon et déposés comme
repere de migration.

L'ensemble du montage est placé dans une cuve électrophorgse, contenant le tampon,

puis le tout est branché sur générateur a une intensité de 20 Volts et de 6 mA par gel.
2- IMMUNOELECTROTRANSFERT ("BLOTTING")

Cette technique permet de caractériser I'antigéne reconnu, par l'anticorps monoclonal, soit
marqué a 1'iode 125 soit, révél€ par un anti-Immunoglobulines de souris marqué a la Peroxydase.

Apres séparation par SDS-PAGE, le gel est récupéré, puis placé sur papier Watman n°3
au préalable immergé, dans un tampon de transfert (20 mM Tris, 150 mM glycine 20% et
méthanol) sur lequel est déposée une feuille de nitrocellulose, avec la plus grande délicatesse et en
évitant l'intrusion de bulles d'air entre la feuille et le gel, puis une deuxi¢me feuille de papier
Watman n°3 également qempée dans le méme tampon, au préalable. Le tout est placé sur un
support en plastique, puis I'ensemble est mis en place sur la cuve de transfert de maniére 2 ce que

la feuille de nitrocellulose soit du c6té de 1'électrode positive. Le transfert est réalisé pendant deux
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heures 2 60 Volts, 0,5 A et 4°C.

La feuille de nitrocellulose, est alors récupérée, découpée, si nécessaire, puis lavée trois
fois 15 mn en tampon phosphate de Sodium 0,01m, NaCl 0,15 M, Tween 20 &, 0,3 %
(PBS-TWEEN).

Apres trente minutes de saturation des sites libres en tampon PBS - 4 % BSA, quatre
lavages de dix minutes sont nécessaires en PBS - Tween 0,3%, la feuille de nitrocellulose est
incubée avec I'Ac monoclonal d'apres la méthode de Tsang et Coll (1983), pendant au moins deux
heures.

Une fois lavée trois fois en PBS Tween, la feuille de nitrocellulose est incubée pendant
une heure, en présence de conjugué anti-souris marqué & la Peroxydase puis deux lavages de dix
minutes, sous agitation en PBS Tween et une demiére fois en PBS seul.

La révélation se mesure a I'oeil nu en quelques minutes, et s'effectue par une solution

contenant 100 mg de substrat 4 la Peroxydase, le DAB (Diamine Benzoique ou OPD), 20 pl
d'H»05 et complétée 2 100 ml en PBS. Apres quelques minutes sous agitation, on peut observer

une ou plusieurs bandes représentant le ou les fragments d'antigénes reconnus par 1'Ac

monoclonal.

Les poids moléculaires de référence sont directement colorés sur la feuille de

" nitrocellulose, pendant cinq minutes au Bleu de Coomassie & 0,025 % en une solution (A) de la

composition suivante :- Méthanol : 5V,
- Acide acétique : 1 V,
L -Eau:5V/YV,
Puis décolorés en trois bains successifs de 30 mn chacun dans la solution (A). Par cette
technique, nous avons d'une part, confirmé la spécificité de 'Ac monoclonal dirigé contre une
population de leucocytes donnée et d'autre part, déterminé le poids moléculaire de l'antigeéne,

déduit en se référant aux poids moléculaires témoins commercialisés.
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C- ETUDES FONCTIONNELLES DES ANTICORPS MONOCLONAUX PRODUITS.

1- ANTICORPS MONOCILONAL ANTI NEUTROPHILE HUMAIN: LE NW-224

1- 1- Ewude des effets de l'anticorps monoclonal NW-224 sur l'activation du métabolisme des

neutrophiles humains par Chimioluminescence.

Le principe de cette méthode est basé sur la mesure de la quantité de radicaux oxygénés,
libérés par la cellule, stimulant ainsi le luminol, lequel, grice aux molécules d'eau oxygénée,
amplifie le phénoméne et le traduit sous forme d'émission de lumiére mesurée par un
chimioluminometre. Les tests sont toujours effectués, au moins en double.

Les neutrophiles puxjiﬁés, lavés et comptés, sont mis en incubation avec I'Ac monoclonal,
le témoin tampon HBSS ou un activateur du métabolisme cellulaire des PMN-neutrophiles comme

le PMA ou le FMLP pendant 15 mn 4 37°C, et a l'abri de la lumigre et ceci dans les proportions

suivantes : 100 pl d'une solution de neutrophile a 1,5 x 100 cellules/ml avec 10 pl du test et 50
pl de luminol. Les résultats sont obtenus en MEV i la suite d'une lecture de 30 secondes, en

intégration, par le chimioluminometre.

1- 2- Etunde de la migration spontanée du neutrophile en présence de 1'Ac monoclonal par

rapport a l'effet chimioattratant du FMLP,

La technique utilisée dérive de celle décrite pour étudier le chimiotactisme du neutrophile
en chambre de Boyden. Dans les puits de la chambre inférieure, sont déposés, en "triplicate” et
délicatement de fagon a éviter les bulles d'air, 24 ul de Tampon HBSS et différentes dilutions de
FMLP (10-3, 1076, 10°7).. Une rangée sera remplie par du HBSS en duplicate, et une autre, le
sera par le FMLP a 10'6 en HBSS. Un premier filtre sera déposé délicatement le c6té brillant en

contact avec les dépdts inférieurs. Apres dépot du deuxieéme filtre, 45 pl de solution, contenant
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des cellules prétraitées avec différentes doses d'anticorps, sont placés dans les puits supérieurs, la

chambre est bien refermée, enveloppée de papier aluminium et placée a 37°C pendant 30 mn en

atmosphere 5% CO,.

Une fois la migration terminée, le filtre récupéré, la face supérieure bien nettoyée de fagon
a €liminer les cellules qui ne 1'ont pas traversé, il est alors plongé dans un fixateur (Méthanol),
puis coloré au RAL deux fois pendant deux minutes.

Le filtre contenant les cellules qui l'ont traversé est alors déposé sur lame et observé au

microscope optique.

1- 3- Etude de la libération de myélopéroxydase (MPQ)par le neutrophile humain sous I'effet de

l'anticorps monoclonal : NW-224.

Cette étude a été faite en trois étapes successives :

- Premiére étape : Incubation des neutrophiles avec 1'Ac monoclonal : NW-224, 15 mn 2
37°C. 2 x 100 cellules / 200 ul de PBS (2 10 mM) sont incubés avec 1'Ac monoclonal 4 25 pl/ml ;
50 pl/ml et 100 pul/ml. 2 x 100 cellules / 200 ul subiront une lyse totale soit par le Triton x 1004 1

. g/l soit par Sonicat ion.

- Deuxieme étape: Addition du stimulus 30 mn & 37°C soit 100 pl de PLA 4 20 ng/ml.

Centrifugation 2000 t/mn pendant dix minutes  4°C puis test du surnageant.

- Troisiéme étape : Révélation : La mesure de la quantité de MPO libérée, par le ncutrophilye au
cours de cette expérience, a été mise au point dans notre laboratoire en s'inspirant de la technique

ELISA.

*Le test est effectué sur une plaque rigide pour ELISA et les résultats sont donnés par un lecteur

de plaques 2 490 nm .
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Cinquante 1 de surnageants sont déposés dans deux puits différents auxquels sont rajoutés 100
Hl du mélange suivant préparé extemporanément : 25 ml de Tampon substrat = tampon phosphate

0,1 M pH 7,2 a ramener a pH 5,5 avec de l'acide citrique 0,1 M dans lesquels sont dissous 9 mg

d'OPD (Orthophényldiamine) et 15 pl d'eau oxygénée (H,O5) 2 30 %.Apres une demi-heure

d'incubation a 37°C & 'abri de la lumigre, la réaction est stoppée par du HySO4 (2N) ou du HC1

(IN) et la plaque est enfin lue au lecteur de plaques 4 490 nm.

1- 4- Etude de la phagocyvtose par les polynucléaires neutrophiles circulants, d'un parasite

Leischmania brasiliensis brasiliensis (L.bb ).

a- Préparation du parasite (L.bb ).

La souche L.bb. ndus a été aimablement fournie par le Docteur F. Santoro (CIBP)
cultivée en milieu G.L.S.H.
Les parasites sont lavés trois fois en milieu MEM a 1 800 t /mn pendant cing 4 dix minutes puis

énumérés dans un volume final connu en cellule de Thoma.

b -Préparation des polvnucléaires neutrophiles.

Un million de PN-neutrophﬂes humains sont mis en incubation, dans des tubes &
hémolyse a la température du laboratoire, en présence des divers réactifs 2 tester : 100 pl de
l'anticorps monoclonal NW-224, de l'eosinophile 100 pl, un anticorps monoclonal (IgM), le
BB10 Acm anti-récepteurs IgE et 100 pl de PBS dans un volume final de 500 pl de milieu MEM.

Apres 20 mn d'incubation, 100 pl Nal d'une solution de parasites et deux gouttes d'une
solution d'Azide Sodium a 10 mM sont rajoutés & chaque tube test, de fagon a obtenir un rapport
de trois parasites pour une cellule.

Les tubes sont aloﬁ centrifugés 4 400 g a 4°C afin d'améliorer le contact "parasite-cellule”

puis mis en incubation 2 37°C pendant cing & dix minutes. La réaction est alors stoppée par
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addition d'une solution dEDTA 10 mM froid (Ethyléne-Diamine-Tétraacétique-Acide). Une
fraction aliquote de 100 pl, de chaque tube test est analysée, par cytocentrifugation et coloration au
GIEMSA . Le comptage s'effectue 2 l'objectif 40 du microscope optique , ceci sur plusieurs
champs. Un poucentage de cellules ayant phagocyté au moins un parasite est alors, calculé par

rapport a l'ensemble des neutrophiles sains.

2- ANTICORPS MONOCLONAL ANTI-EOSINOPHILES HUMAINS: E06-71

2-1- Technique des Rosettes IgE sur 1'éosinophile :

Principe :

La méthode utilisée dans ce travail fait appel a une technique de rosettes qui consiste 4
sensibiliser chimiquemer{t des cellules indicatrices (érythrocytes de mouton) par des
immunoglobulines . La présence d'un site récepteur pour l'immunoglobuline sur une cellule
donnée se traduit par la formation de rosettes entre cette cellule et plusieurs globules rouges. Du
fait de l'utilisation de‘globules rouges de mouton, sensibilisés a 1'Aldéhyde pyruvique et au
Formaldéhyde, dans un premier temps, puis des éosinophiles purifiés, dans un deuxi®éme temps,

ce test des rosettes s'effectue en deux étapes :

- Premiéere étape : Sensibilisation _des érvhtrocvtes de moutons,

Le premier jour : Nous avons toujours utilisé le méme mouton. Le sang a été mélangé avec
50 % (V/V) de la solution suivante : glucose 2 2,05 g NaCl 2 4,2 g, Citrate de Na 4 80 g et d'acide
citrique 0,55 g, QSP 1000 ml en eau distillée. Aprés centrifugation de 10 mn a 2 500 t/mn, le

culot est repris puis lavé deux fois dans 5 ml de PBS et enfin répartie dans 20 tubes aprés une

dilution finale de 10 % en PBS.
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La Trypsine (Trypsine TPCK : Worthington, Freehold, NJ) est ajoutée 2 raison de 1 ml
par tube d'une solution de 0,2 mg/ml PBS, le tout est incubé une heure A 37°C en agitation
continue.

Apres l'addition d'un inhibiteur de Trypsin, a raison de 1 ml/tube de solution contenant
0,2 mg/ml PBS, trois lavages sont faits par centrifugation, 2 2 500 t/mn pendant 5 mn. Le culot
sera resuspendu dans 1 ml de PBS.

Dans chaque tube, est ajouté 1 ml/d'aldéhyde pyruvique (6 ml aldéhyde pyruvique & 40
% + 70 ml PBS pH 7,2 (NaOH) QSP 80 ml PBS) et mis en incubation sous rotation toute la nuit 2

la température du laboratoire.

Le deuxieme jour : Apres cing lavages a 2 500 t/mn est rajouté 1 ml de Formaldéhyde 3 % en

PBS (6 ml Formaldéhyde 37 % + 68 ml PBS) puis mise en rotation des tubes pendant 20 Ha la

température ambiante.

Le troisiéme jour : A la suite de trois lavages, la moitié des tubes sont récupérés dans 10 ml
de solution & 10 % pour la post-sensibilisation, alors que l'autre moitié est mélangée avec 10 ml de

solution a 10 %. Aprés comptage en cellule de Thoma, une dilution est effectuée en Tampon

- acétate Araisonde 10x 108 cellules/ml.

*Sensibilisation : Dans chaque tube, 0,05 ml de globules rouges fixés a 10 x 108/rnl, en tampon
acétate, sont rajoutés & 0,5 ml de tampon acétate contenant 400 [Lg de protéine (soit de I'IgE

humaine, soit de I'albumine bovine : SAB) puis mis sous rotation pendant deux heures i la

température du laboratoire.

*Stokage :: Aprés trois lavages successifs , le culot est repris dans un ml de PBS et correspond 2

la solution stock ( A une concentration de 5 X 108 globules rouges / ml ) qui peut étre conservée

pendant 4 3 6 semaines 4 4° C.
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Soixante Wl d'une solution de 3 x 108 éosinophiles humains purifiée par millilitre en

milien M EM ( Minimal Essentiel Medium, Difco Laboratoires, Detroit ML) sont incubés avec 60
ul de globules rouges sensibilisés ou globules rouges contrdles en SAB ou en milieu MEM 4 2
X108 cellules par ml en MEM .

Le mélange est centrifugé 2 100 g a 4° C. pendant 10 min , puis placé i 4) C. pour 30 min
. Le sédiment est 1égérement remis en suspension puis I'on ajoute une suspension d'éosinophiles .

Les pourcentages des rosettes formées par les éosinophiles sont alors évaluées au microscope

optique .

2 -2 Test de cvtotoxicité de I'éosinophile et des plaquettes vis A vis du schistosolule

de S. mansoni

Le schistosomule est préparé d'aprés la technique de "pénétration cutanée” .

Test sur I'éosinophile : Le test de cytotoxicité dépendante du récepteur IgE de I'éosinophile
est réalis€ de la fagon suivante : 50 ul d'une suspension aliquote de shistosomules contenant 50
cibles en MEM a 1% de sérum humain inactivé (MEM - NHS ) sont incubés en plaques
de cultures ( NUNC , ROSKILDE , Denmark ) , 50 pl de sérum de patients infectés par S.
mansoni , ou de sérum humain normal sont ajoutés a une dilution finale de 1: 32 2 100 11 d'une

solution contenant des éosinophiles purifiés & partir de donneurs hyperéosinophiles (ratio de

5000 E/C).
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Test sur les plaquettes : Le test de cytotoxicité des plaquettes est réalisé comme suit : 50
schistozomules en 80 plde MEM sont incubés en plaque de culture avec 20 pl de sérums
de patients infectés par S. mansoni ( dilution finale de 1/10) ou avec du sérum humain normal ,

et 100 pl de 7,5 x 107 plaquettes de donneurs sains en mileu MEM .



Chapltre IV

RES ULTATS
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. PRODUCTION D'ANTIGENES DE SURFACE PAR EXTRACTION

MEMBRANAIRE : Comparaison de différents types de détergents

L'immunisation des souris ayant été effectuée avec des granulocytes fraichement isolés et
dans le plus grand respect de leurs intégrités cellulaires (taux de viabilité en moyenne de 96 % ),
permet de supposer 'obtention d'un anti-sérum plus riche en anticorps dirigés contre les antigénes
de surface des granulocytes, par rapport & une immunisation par des broyats cellulaires . Afin de
nous assurer de la qualité des antigénes fixés sur les puits des plaques "ELISA", et afin
d'améliorer le rendement du criblage des puits contenant des clones susceptibles de produire
l'anticorps en question ( encore appelés “clones positifs" ) nous avons comparé, en vue de
I'extraction membranaire, différents détergents de type anioniques, non anioniques et
zwitterioniques, dont le tableau figure 15 récapitule les résultats Dans le cadre de cette étude

comparative 3 caractéristiques essentielles du détergent ont été prises en considération :

1 - L'état des cellules apres leur contact avec le détergent, état apprécié au microscope

optique ,

2 - La concentration de protéines extraites mesuré par spectro-photométrie en densité

optique puis convertie en mg / ml & partir d'une courbe étalon,

3 - Et enfin, l'élimination du détergent en question par dialyse.

Dans un premier temps et comparativement aux autres détergents utilisés ( Tween 20,
Tween 80, Triton X100, SDS et le DOC 2% ) seul le Nonidet P 40 et le CHAPS semblent
préserver plus ou moins intactes les cellules étudiées, alors que le Dodécyle-B-D-Maltoside

apparait comme étant le détergent le moins aggressif envers la cellule .
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EXTRACTION MEMBRANAIRE DES PROTEINES DE SURFACES

DES LEUCOCYTES HUMAINS : COMPARAISON DE DIFFERENTS
TYPES DE DETERGENTS .

Détergenl non anioniques Détergents anloniques Détergent Zwitterlonique

Témoin sans| Tween 80 Tween 20 |Triton X100jNonidet P.40|Dodécyl D B S.DS D.0.C 2% CHAPS
détergent Maltoside

~tat des ceflules
ncentage de cellules (72,32 + 0,15|06,01 + 0,76§12,93 + 8,21]04,51 + 1,17|25,12 £ 0,23 |56,81 + 7,92]5,61 + 0,33 {18,6 + 3,44 36,12 + 4,76

tactes par champ

concenliralion 0,03 mg/m! 0,73 mg/ml }0,42 mg/ml 1,45 mg/ml [1,75 mg/ml 2,97 mg/ml |1,69 mg/ml [1,55 mg/mi 1,60 mg/ml
de protéines .
mination par dialyse . : |

du * + ++ - A+ ++ - -+
 délergent{48h) : :

ST TENOIA
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Pour ce qui concerne la quantité de protéines solubilisées, alors que le Tween 20 et Tween
80 semblent peu efficaces avec une concentration moyenne de 0,60 mg/ml, le Triton X100, le
Nonidet P 40, le SDS, le DOC 2% et le CHAPS présentent des valeurs numériques voisines un
peu plus élevées que les précédentes mais , statistiquement , encore tres inférieures (test de

comparaison des moyennes ) aux 2,87 mg/ml de protéines extraites par le Dodécyl

-D-B-Maltoside (DDBM) .

* Notre choix du DDBM a donc été justifié par son pouvoir de décaper les

protéines de la surface cellulaire sans trop modifier 1'état de la cellule .

* D'autre part et , comparativement aux autres détergents, le DDBM offre
un rendement relativement élevé quant a la concentration en protéines qu'il est

capable de solubiliser .

* C'est donc ce détergent que nous avons décidé d'utiliser pour toute
extraction membranaire tant pour les granulocytes que pour les autres

populations leucocytaires étudiées dans nos travaux .
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Il . PRODUCTION _ET PURIFICATION D'UN ANTICORPS

MONOCLONAL: LE NW-224 ANTI-NEUTROPHILES HUMAINs

A- ETUDE IMMUNQCHIMIQUE ET BIOCHIMIQUE

1- CLONAGE ET PURIFICATION

Des six clones positifs résultant de notre hybridation, (figure 16) le choix du clone

NW-224 dans son clonage, dans sa production massive en ascite et dans sa purification a été
motivé par sa réponse positive allant jusqu'a une dilution au 1/ 10.000.000 » Par rapport aux

autres clones, de méme que par sa spécificité vis a vis du neutrophile par rapport  I'éosinophile .
2- ISOTYPE : DETERMINATION

Un premier test par la technique d'Ouchterlony en immunodiffusion, nous a permis de
visualiser un arc de précipitation de 1'Ac monoclonal NW-224 en présence d'un anti-sérum

anti-immunoglobulines G (1gG) figure 17a .

Un deuxime test par cette méme technique a déterminé la sous-classe de cette IgG qui est
l'isotype I1gGo, ( figure 17b ).

Ces résultats rejoignent ceux que nous avons obtenu par ELISA et qui sont détaillés dans le

tableau figure 18 . Celui-ci résume bien les résultats constatés par immunodiffusion, A savoir

que:

* I'anticorps monoclonal NW-224 produit est bien une IgG,, .



DETERMINATION DE L ISOTYPE DE LAC.

MONOCLONAL NwW-224 PAR OUCHTERLONY

FIGURE 17

FIGURE 17A
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FIGURE 18

DETERMINATION DE L'ISOTYPE DES

ANTICORPS MONOCLONAUX EOg-71 ET NW-224

ELISA

EQg-71

Nw-224

Tampon PBS

Surnageant
SP,0

Sérum de lapin
anti IgA de
50Urs

0,088:0,017

0,045+0,026

0,070x0,044

0,082:0,071

Sérum de lapin
anti 1gsG totale
de souris

0,605x0,113

1,7120,163

0,055+£0,002

0,10220,017

Séerum de lapin
anti IgG1 da
S0UMS

0,412£0,134

0,618

™~
wl

1

H
(o]

’

0,154+0,015

0,255£0,022

S&rum de lapin
ant1 1g52a de
50UrS

0,210£0,107

1,674+0,151

0,107+0,008

0,234+0,614

grum de lapin
nti 1gG2b de
LS

(V)]

O e}

X

0,777£0,056

0,1810,017

0,215+0,014

Sérum de lapin
anti 1gG3 de
S0Uris

0,099:0,011

0,3700,118

0,085+0,008

0,137+0,008

Sérum de lapin
anti IgE de
S0Uris

0,234x0,042

0,188+0,015

0,105+0,055

0,236:0,084

Serum de lapin
anti IgM de
30Uris

0489:0,210

0,089:0,077

0,104:0,018

Serum de lapin
sain

0,284+0,018

0,027+0,009

0,095:0,012

Sérum de lapin
anti souris

1,343:0175

0,089+0,051

0,184x0,044
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3 - SPECIFICITE DU NW-224 VIS A VIS DU NEUTROPHILE

1. Le tableau figure 19 récapitule les résultats obtenus par la méthode ELISA et montre
l'existence ou non d'une spécificité des anticorps issus de la culture de différents clones vis 2 vis
de la plupart des leucocytes humains .

1l apparait que le clone NW-125 semble reconnaitre pratiquement de la méme fagon et sans
aucune distinction les granulocytes et les cellules mononuclées. D'autre part alors que l'anticorps
NW-224 ne reconnait que le neutrophile, les anticorps NW-36 , NW-91, NW-250 et NW-251 ont

lus tendance a se fixer aux granulocytes qu'aux lymphocytes , monocytes , macrophages ou aux
gr ytes q ymphocy y phag

plaquettes sanguines .

2 .Une étude en immunofluorescence indirecte par cytofluorométrie en flux ( figure 20)
;nous a permis de confirmer que le NW-224 se fixe préférentiellement aux polynucléaires

neutrophiles ( figure 20-b ) et ne présente pratiquement aucune affinité pour les monocytes ( figure

20-c ) les lymphocytes ( figure 20-a) ou les plaquettes (figure 20-¢) .

*La faible fréquence de donneurs hyperéosinophiles nous a amené i étudier une population
hétérogéne de granulocytes par cette technique : Soit une population de 40 % d'éosinophiles et
de 60 % de neutrophiles . La fluorescence observée alors semblait trés faible et n'était visible que

sur les neutrophiles .

* De Il'ensemble de ces constatations nous pouvons suggérer que 1'Ac.

monoclonal NW-224 pourrait étre plus spécifique du neutrophile que de

I'éosinophile .



DE LA SPECIFICITE DU MONOCLONAL NW-224
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4- ETUDE BIOCHIMIQUE ET DETERMINATION DU POIDS MOLECULAIRE DE
L'ANTIGENE RECONNU PAR LE NW-224

La technique d'immunoblotting , nous a permis a la fois d'appuyer les résultats
précédemment obtenus concernant la spécificité du NW-224 pour le neutrophile et de déterminer le
poids moléculaire de I'antigéne qu'il reconnait (figure 21).

Dans quatre puits différents d'un gel de polyacrylamide polymérisé sont déposés 100 ug
d'extraits de neutrophiles ,d'éosinophiles , de monocytes ou de lymphocytes . Aprés 16 4 18
heures de migration des protéines dans le gel , un électrotransfert sur feuille de nitrocellulose, est
réalisé pendant deux heures & 60 Volts et 0,5 Amperes ; cette derniére est incubée avec 'anticorps
monoclonal pendant au moins deux heures et enfin aprés plusieurs lavages successifs et une
saturation des sites libres en tampon PBS & 4 % de BSA , elle est mise une heure en incubation
avec du conjugué anti-souris marqué a la péroxydase . La révélation par un substrat 4 cette enzyme
tel que le DAB ( DiAmineBenzoidine) , montre une bande colorée de 14,5 Kd présente uniquement

au niveau des polynucléaires neutrophiles .

Afin de s'assurer de la spécificité du NW-224 pour les neutrophiles et afin d'éliminer
I'éventuelle existence d'une reconnaissance non spécifique de cette molécule de 14,5 Kd par une
IgG autre que le NW-224 , nous avons réalisé une deuxiéme expérience par cette méme technique
(figure 22). Des extraits de protéines membraha.ires du neutrophile et de 1'éosinophile ont été
déposés a la méme concentration que précédemment et de la méme procédure avec la différence
dans ce test 13, que l'incubation de la feuille de nitrocellulose découpée a €été faite avec trois
anticorps monoclonaux différents :Une I gG de souris anti Toxoplasma gondii , une IgM de souris
anti récepteur IgE de I'éosinophile : le BB10 et I'anticorps monoclonal NW-224 . Un témoin sans

anticorps a été également effectué .
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Les résultats obtenus (_figure 22), permettent d'aboutir a trois constatations qui sont les

suivantes :

* La molécule antigénique portant I'épitope ayant induit la production de

I'Ac monoclonal NW-224 posséde un poids moléculaire de 14,5 Kd
* Cette molécule n'est retrouvée que sur le neutrophile seul .

* Enfin, la bande détectée sur la feuille de nitrocellulose, a la suite de la
réaction enzymatique n'est pas le résultat d'une reconnaissance par une IgG non

spécifique autre que 1'IgG du NW-224 .

En conclusion nous pouvons déja déduire que:

L'anticorps monoclonal NW-224 est une IgG d'isotype Gj,, que

I'antigéne qu'il reconnait est de poids moléculaire de 14,5 Kd et enfin que cet

épitope est présent sur les neutrophiles et semble indétectable sur la surface des

éosinophiles.

B- ETUDE BIOLOGIQUE DU NW-224

Connaissant les propriétés biologiques du neutrophile observés in vivo, notamment son
role au cours d'une réactjon de défense antimicrobienne , nous avons étudié les effets de I'Ac.
monoclonal NW-224 sur les différentes fonctions du neutrophile in vitro & savoir :

- son activation métabolique ( induisant sa mise en activité )

- son chimiotactisme (c'est & dire sa migration vers le site infectueux )
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- sa propriété phagocytaire ( dans l'ingestion des microorganismes )
- son relargage enzymatique ( dans I'éventualité ou la cible serait de taille trop grande pour

€tre ingérée ) .

1. EFFET DU NW-224 SUR L'ACTIVATION METABOLIQUE DU NEUTROPHILE

Le principe de la méthode de chimioluminescence que nous avons utilisée , repose sur la
propriété que possedent certains radicaux oxygénés libérés au cours de la respiration par la cellule ,
de stimuler le luminol, lequel, grice aux molécules d'eau qui amplifient le phénomene , libérent
une €nergie sous forme d'émission de lumiére , mesurée par chimioluminometre .

Par ce moyen nous pouvons alors étudier la respiration du neutrophile , donc son activité
métabolique en présence ou non de 1'Ac. monoclonal NW-224 et par comparaison avec un
stimulateur de l'activation du neutrophile : le FMLP ou le PMA .

Par quelques tests préliminaires rapportés figure 23 nous avons pu constater que 1'Ac.
monoclonal NW-224 utilisé a la dose de 100 g / ml avait un effet statistiquement plus important (
test de comparaison des moyennes ) que le FMLP , sur l'activation des neutrophiles circulants .

Par ailleurs , une dose identique d'Ac. monoclonal NW-224 appliquée aux neutrophiles
salivaires ne présente plus aucun effet sur l'activation de cette cellule . Il est & signaler que le
neutrophile de la salive présente une activité de base supérieure a celle du neutrophile circulant,
suggérant ainsi une hyperactivité du neutrophile salivaire contrairement a celui de la circulation
considéré comme une cellule au "repos” .

Connaissant ainsi son pouvoir activateur sur le métabolisme du neutrophile circulant , notre
but était de déterminer, en premier lieu, la dose a laquelle le NW-224 avait un effet optimal sur
cette propriété du neutrophile . Pour cela et dans un premier temps nous avons effectué un test

nous permettant d'évaluer l'effet "dose - réponse” du NW-224 sur la mise en activation du

neutrophile circulant .
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COURBE DOSE- REPONSE DE LACTION DU NW-224

SUR L’ ACTIVATION DU NEUTROPHILE
HUMAIN CIRCULANT ET SALIVAIRE

FIGURE 24
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§ - A une méme quantité de neutrophiles sanguins ont été ajoutés , dans différents tubes 25 pLg/ml
, 50 pg/ml , 100 pg/ml et 200 pg/ml de I'Ac monoclonal NW-224 . Parallélement des doses
identiques ont €té mises en incubation avec le méme nombre de cellules traitées par du FMLP
(figure 24-a ) . Les résultats obtenus montrent bien un effet "dose-réponse” activateur du NW-224
sur le métabolisme du neutrophile par rapport  un traitement témoin en tampon HBSS seul .

D'autre part, une deuxi¢me constatation nous a permis de déduire, qu'en association avec le
FMLP, I'Ac monoclonal semble avoir un effet cumulateur sur la stimulation du neutrophile : il

agirait donc en synergie avec le FMLP.

§ - Ces mémes expériences ont, parallement, été effectuées sur le neutrophile de la salive qui
semble moins sensible que le premier aux importantes variations de la concentration de I'Ac

monoclonal NW-224 (figure 24-b ).

Sachant que le NW-224 est une IgG la question était de s'assurer de la nature de la fixation
de cette immunoglobuline sur le neutrophile . Se fixe-t-elle par son fragment Anticorps Fab 2
'antigéne ou par son fragment Fc aux récepteurs Fc ( RFc ) présents & la surface de ce
polynucléaire ?

C'est afin d'éclaircir ce problérﬁe que nous avons procédé a une saturation des RFc de cette
cellule pendant 45 minutes par 100 pg/m! d'une IgG monoclonale de souris anti Toxoplasma

gondii. les résultats ont été représentés sur la figure 24-a_ pour les neutrophiles circulants et sur la

figure 24-b pour ceux de la salive . Dans le premier cas , on peut déja observer une différence par
rapport aux mémes tests effectués sur des cellules non saturées . D'autre part nous pouvons
enregistrer l'existence d'un effet optimal d'activation du neutrophile a la dose de 50 pg/ml . Dans le
cas des neutrophiles de la salive , 'effet de synergie entre 1'Ac monoclonal NW-224 et le FMLP

amplifiant I'activation de cette cellule est beaucoup moins évident .
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Afin de mieux visualiser 'effet du NW-224 sur la stimulation de la respiration du
neutrophile circulant et en comparaison avec celui de la salive , nous avons testé ces cellules dans
les mémes conditions que précédemment avec une dose unique de 50 pg/ml de 1I'Ac monoclonal
NWw-224 .

Dans un premier temps, nous pouvons comparer les résultats obtenus avant et aprés
saturation de chacune de ces deux sous populations de neutrophiles par une IgG de souris figure
25 . Pour ce qui concerne le neutrophile circulant figure 25-a et figure 25-b on constate qu'a
la dose de 50 pg/ml, le NW-224 exerce un effet activateur plus élevé sur le neutrophile saturé que
sur le neutrophile non saturé . Cette différence significative peut s'expliquer par l'effet de

compétition existant entre la fixation du fragment anticorps du NW-224 ( fragment Fab ) 2
I'antigéne et celle de son fragment Fc aux récepteurs R Fc encore libres avant saturation . Ceci
confirme I'hypothése d'un effet stimulateur de l'activit€ métabolique du neutrophile par I'anticorps
monoclonal NW-224 , non lié a la fixation de son fragment Fc sur les RFc ( lorsque ceux-ci sont
saturés par une autre IgG ).

Dans le cas du neutrophile de la salive (figure 25-a et 26-b), il n'existe pas de différence

significative entre, la réponse a une stimulation par l'anticorps NW-224 avant, ou aprés la
saturation par des IgG de ses sites récepteurs du fragment Fc

Par ailleurs , la comparaison des résultats obtenus avec les deux sous populations de

neutrophiles montre que dans le cas des cellules non saturées ( figure 25-a et 26-a ) une méme

dose du NW-224 stimule l'activation du neutrophile de la circulation alors qu'il n'a aucun effet sur
celui de la salive, par rapport a un taux d'activité de base, mesuré en présence de tampon HBSS

seul. De plus ces résultats semblent mieux visualisés dans la comparaison de ces deux neutrophiles

apres saturation par une IgG de souris ( figure25-b et 26-b) b.
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En résumé de ces premiéres études sur les effets biologiques de I'Ac monoclonal NW-224

sur le neutrophile, nous pouvons déja conclure que :

* Le NW-224 exerce un effet stimulateur trés important sur le neutrophile
de la circulation ,neutrophile dit "au repos " alors qu'il ne posséde, a ce niveau ,

pratiquement plus aucun effet sur celui de la salive , cellule dite "hyperactive" .

* Cet Ac monoclonal présente un effet "dose-réponse” sur l'activation de

ce leucocyte , avec un effet optimal a Ia dose de 50 pg/ml .

* Enfin cet Ac monoclonal agie en synergie avec le FMLP, pour provoquer

une hyperactivation de cette cellule .

Notre hypothé&se consernant l'effet de I'Ac. monoclonal NW-224 sur cette fonction du
neutrophile est la suivante : De la liaison Antigéne-Anticorps sur le neutrophile résulte une
stimulation presqu'immédiate de 1'activité métabolique de cette cellule , exprimée par le relargage
des produits de la respiration dans le milieu extracellulaire , cette stimulation n'ayant pas été
observée sur le neutrophile de la salive, considéré comme une cellule déja activée par certains
médiateurs chimiques . La migration du neutrophile du systéme circulatoire vers la cavité buccale
est justifiée par sa réponse & un stimulus dont l'origine se trouve liée A la présence en abondance et

de fagon permanente, de bactéries au niveau de la plaque dentaire .

C'est en référence a cette propriété physiologique normale du neutrophile in vivo,
suggérant son passage de 1'état de repos , au niveau sanguin, 2 un €tat d'hyperactivité dans le
systéme extracirculatoire , que nous avons choisi d'étudier le role de I'Ac monoclonal NW-224

dans la stimulation de la migration du neutrophile circulant in vitro .
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2 -EFFET DU NW-224 SUR LA STIMULATION DE LA MOBILITE DU
NEUTROPHILE

Le principe de la technique utilisée se base sur la propriété du neutrophile A traverser, sous
I'effet d'un facteur chimioattractant tel que, le FMLP, différentes membranes de porosités voisines
de celles contenues dans les vaisseaux sanguins, cela dans un appareil appelé " Chambre de
Boyden " . Dans un premier temps, les cellules ont été prétraitées par I'Ac monoclonal NW-224
seul, par le FMLP seul ou par les deux réactifs simultanément 3 des concentrations de I'Ac.
monoclonal respectivement de 25, 50, 100 et 200 pg/ml en présence d'un témoin négatif
correspondant & l'incubation des cellules avec du tampon HBSS seul . Aprés une heure
d'incubation a 37° C. , les cellules ayant traversé toutes les membranes sont figées par fixation 3

l'alcool sur la demi¢re membrane , colorées au GIEMSA puis observées au microscope optique .

Tels qu'ils ont €t€ schématisés, sur la figure 27 , les résultats observés, représentent le
nombre de cellules présentes par champ optique, c'est a dire les cellules qui ont pu traverser
I'ensemble des barrigres constituant la "Chambre de Boyden", aprés l'incubation avec différents
traitements . Nous pouvons, en premier lieu, constater un effet dose-réponse de 1'Ac. monoclonal
NW-224 sur la stimulation de la migration spontanée du neutrophile a travers différentes
membranes . Cette stimulation reste, malgré tout, inférieure 2 celle induite par le FMLP seul .
Alors que l'association " NW-224 - FMLP " semble présenter une réponse encore plus importante
que celle induite par le FMLP seul . Le NW-224 présente donc un effet de stimulation , cumulé &

celui du FMLP, sur le chimiotactisme du neutrophile .

* De cette étude, nous pouvons déduire qu'en se fixant a l'antigéne, qui a
induit sa production, le NW-224 exerce un effet stimulateur de l'activation de la

migration spontanée du neutrophile circulant in vitro . De plus il aurait également
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un effet synergique avec un chimioattractant tel que le FMLP . Ces constatations
suggerent, d'une part, qu'il existe un rapport étroit entre la fixation du NW-224
sur l'antigéne ayant induit sa production et le déclenchement du mécanisme

responsable de la mobilité de ce polynucléaire .

* D'autre part, du fait de l'action synergique de 1I' Ac monoclonal avec le
FMLP, nous pouvons penser que ces deux facteurs ne reconnaissent pas la méme

sructure a la surface du neutrophile circulant .

3 - EFFET DU NW 224 SUR LA PROPRIETE PHAGOCYTAIRE DU NEUTROPHILE

in vitro

Dans la succession logique des fonctions du neutrophile intervenant au cours d'une réaction
inflammatoire in vivo ; aprés son activation métabolique, sa diapédese et sa migration vers le site

infectieux, ce polynucléaire entre en contact avec le microorganisme afin de l'ingérer par

phagocytose .

C'est cette propriété physiologique du neutrophile que nous avons cherché 2 tester, sous
l'effet du monoclonal NW-224, par comparaison a un second anticorps témoin , ant récepteur IgE
de L'éosinophile : le BB10 et un traitement sans anticorps . Comme nous l'avons déja décrit dans
le chapitre matériel et méthodes, cette technique inspirée de la méthode de Detito, a pour principe
l'incubation du polynucléaire neutrophile prétraité par I'Ac monoclonal NW-224, par le BB10 ou
le tampon HBSS, avec un parasite le L.b.b. (Leishmania brasiliensis brasiliensis.) . Aprés une
demi-heure d'incubation 2 37° C., en milieu de GLSH-PS , les cellules cytocentrifugées sur une
lame de verre , sont fixées pendant une minute au méthanol, colorées au GIEMSA pour étre

observées puis comptabilisées au microscope optique .
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Les résultats, figurés sous forme de graphique ( figure 28 ) représentent le pourcentage de
neutrophiles, par champ optique, ayant ingéré au moins un parasite . L'etude des résultats
obtenus, effectuée par le test de comparaison des moyennes, montre une différence significative
entre la phagocytose du neutrophile traité par le NW-224 ou incubé avec I'Ac monoélonal BBI10.

Cette différence se caractérise par une augmentation de cette fonction du polynucléaire,
consécutive au traitement par le NW-224, par rapport & un témoin négatif effectué en HBSS , alors
que la comparaison des résultats obtenus avec le BB10 et le tampon HBSS ne montre pas de

différence significative .
En résumé, nous pouvons déduire que :

*I'anticorps monoclonal NW-224 agit en stimulant les propriétés de

phagocytose du neutrophile .

4 - ETUDE DE LA LIBERATION DE LENZYME MYELOPEROXYDASE PAR LE
NEUTROPHILE PREINCUBE AVEC LE NW-224

L'observation d'un effet stimulateur du NW-224 sur l'activation métabolique, le
chimiotactisme et la phagocytose du neutrophile, nous a amené, & étudier son effet sur la libération
d'une enzyme granulaire : la myélopéroxydase , par ce polynucléaire . Le choix de cette enzyme
par rapport & toutes celles contenues dans les granules primaires et secondaires de ce granulocyte ,
telles que les hydrolases acides, les muriminidases (lysozymes ) ou la lactoferrine, nous a été dicté
par le role important de cette enzyme dans certaines fonctions spécifiques du neutrophile . Le
principe de la technique utilisé€e se base sur le dosage de la quantité de péroxydase libérée par le
neutrophile prétraité par l'Ac monoclonal NW-224 en comparaison avec celui prétraité par une 1gG

témoin ou du tampon HBSS .
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Les mesures de la densité optique effectuées par un lecteur de plaques ELISA , aprés
incubation pendant 15 & 20 minutes du surnageant cellulaire en présence d'un substrat de la
péroxydase : 'OPD (OrthoPhénylDiamine ) , représentant les résultats de la réaction enzymatique

" myélopéroxydase libérée - OPD ".

La figure 29 résume ces résultats, représentés en pourcentage d'enzyme libérée par le
neutrophile vivant par rapport au contenu intracellulaire, considéré comme total, par suite de

I'éclatement de la cellule par le Triton X 100 ou aux ultra-sons

Notre premiere constatation est, que I'Ac monoclonal NW-224 exerce un effet stimulateur
sur la libération de myélopéroxydase par le neutrophile . Cet effet est observé & partir d'une

concentration de 25 {1g/ml jusqu'a la dose de 100ug/ml en passant par un effet maximum 2 la dose

de 50 pg/ml .

*Par sa fixation a l'antigéhe qu'il reconnait sur le neutrophile, 1'Ac
monoclonal NW-224 provoque une stimulation trés importante du relargage de la

myélopéroxydase , par ce polynucléaire in vitro
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A la suite de I'ensemble de ces études biochimiques , immunologiques et

biologiques apparaissent deux caractéristiques essentielles de l'anticorps

monoclonal NW-224 anti-neutrophiles produit

1- Une caractéristique immunologique :

Sa reconnaissance de fagon spécifique du neutrophile par rapport a
I'éosinophile , permet de confirmer I'existence d'une hétérogénéité antigénique
des polynucléaires granulocytes humains , hétérogénéité déja mise en évidence

. *
auparavant sur les granulocytes de souris 88~

Ceci suggeére, donc, une composition antigénique de la surface du
neutrophile différente de celle de I'éosinophile . De plus, l'antigéne reconnu par
le NW-224 sur le neutrophile serait de l'ordre de 14,5 Kd , soit un poids
moléculaire rrelativement faible par rapport a I'ensemble de.s anticorps

monoclonaux produits jusqu'a présent,
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2o U téristi biologi  foncti 1

La fixation de I'Ac monoclonal NW-224 a I'antigéne ayant induit sa
production, provoque la stimulation du mécanisme responsable du
déclenchement de l'activation générale de ce polynucléaire spécialisé dans
'intervention au cours des réactions immunologiques de défenses anti

microbiennes ou antivirale, ou encore, dans [!'inflammation .

§ - Cette fixation du NW-224 provoque chez le neutrophile une réaction
d'hyperactivation dans toutes ces fonctions métaboliques ( la respiration, le
chimiotactisme, la diapédése puis phagocytose et la libération de
myélopéroxydase ) , .é I'image de celle induite par des micro -organismes

envahisseurs in vivo

§ - Nous avons pu également observer un effet "dose - réponse " de ce

monoclonal sur l'activation du neutrophile .
La diminution progressive de' cet effet a partir d'une dose supérieure a 50
pg/ml , jusqu'a son absence totale & 200 pg/mi suggére que le neutrophile
présente un seuil de sensibilité au dela duquel le NW-224 n'exerce plus aucun
effet .

§ - Cette observation, associée a la premiére, permet une approche de
'explication des résultats obtenus avec le neutrophile de la salive . Ce
neutrophile présent dans la cavité buccale serait en état d'"hyperactivation”
stimulée par son combat permanent des bactéries de la plaque dentaire, donc

insensible au stimulus du NW-224 .
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III- .PRODUCTION ET_PURIFICATION D'UN_ANTICORPS

MONOCLONAL ANTI-EOSINOPHILES HUMAINS : L' EQ6 - 71

A - ETUDE IMMUNOLQGIQUE

1- CLONAGE ET PURIFICATION

Des six puits positifs notés EO6-71, EO6-145, EQ6-146, EO6-247, EO6-310, et EQ6-352
issus de la seconde hybridation , nous avons sélectionné préférentiellement le clone EO6-71, du

fait de sa positivité trés élevée en ELISA par rapport aux autres surnageants de culture . Sa fixation

a l'antigéne 2 une dilution allant jusqu'au /19 000.000 (figure 30 ) nous a poussé a son

clonage , sa production massive en ascite puis 2 sa purification .

2- ISOTYPE : DETERMINATION

Comme le montre la figure 31, résumant les résultats de 1a double diffusion en gel parla
technique Ouchterlony , le clone EO6-71 produit une immunoglobuline de type M

Ces résultats ont été confirmés par ELISA expérience dont les données ont été transcrites sur le

tableau figure 18 :L'Ac monoclonal EOG6-71 est donc bien une IgM.

3- SPECIFICITE DE L'ACMONOCLONAL E06-71

L'étude de la spécificité de cet Ac monoclonal vis 2 vis de 'éosinophile a été effectuée en
ELISA puis controlée par cytofluorométrie .
Ces deux tests se complémentarisent dans la mesure oil, le premier a pour principe une

reconnaissance par 'Ac monoclonal d'un extrait antigénique solubilisé par un détergent , alors que
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FIGURE 31
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le second correspond a une fixation de I'Ac sur la cellule entiére et viable . Le tableau figure 32
représente en densité optique , les résultats de la réaction enzymatique résultant de la
reconnaissance de l'antigéne extrait de différentes sous populations leucocytaires , par I'Ac
monoclonal EO6-71 . Bien qu'il ait été produit par immunisation de souris avec des éosinophiles ,
I'’Ac monoclonal EO6-71 semble reconnaitre aussi bien I'éosinophile que les plaquettes sanguines .
Sa fixation aux lymphocytes, aux monocytes ou aux neutrophiles est non significative par
comparaison aux témoins négatifs PBS ou sérum de souris saines .Ces résultats sont confirmés par
ceux obtenus en cytofluorométrie ( figure 33 ) . La fluorescence observée sur les éosinophiles et
les plaquettes présente une différence significative par rapport 2 celle enregitrée sur les monocytes,

les lymphocytes ou les neutrophiles dont l'intensité rejoint celle du témoin négatif (tampon HBSS ).

Ces résultats nous ont permis de suspecter la reconnaissance par I'EQ6-71 d'une

Y

structure commune & l'éosinophile et a la plaquette : Le récepteur IgE (Fcg Rj)

4- TEST DIMMUNOFLUORESCENCE EN CYTOFLUOROMETRIE

Afin de comparer I'Ac monoclonal EQ6-71 par rapport au BB 10, anticorps reconnaissant

également le récepteur IgE de 1'éosinophile humain, nous avons utilisé la technique de

cytofluorométrie .

Dans un premier temps nous avons effectué une comparaison de la fluorescence de
I'EQ6-71 et du BB10, sur les éosinophiles d'un méme patient ( figure 34 ) puis, nous avons
comparé les résultats obtenus sur les éosinophile (figure 35a ) et sur la lignée U.937, lignée FcgR
positive ( figure 35b) .

Dans les deux cas, nous avons constaté, qu'a une concentration identique des deux Ac
monoclonaux, I'effet du BB10 mesuré en pourcentage de cellules fluorescentes était nettement

plus élevé que celui de 'EO6-71 .




ETUDE DE LA SPECIFICITE DU CLONE EOQ6-71 ET

NW-224 MESURE EN POURCENTAGE DE

CELLULES FLUORESCENTES . ( au Cytoﬂuorom‘etré )

MONOCYTES-
NEUTROPHILES | EOSINOPHILES | |yMpHOCYTES | PLAQUETTES
EQB-71 9,34 0,19 38,61 £ 6,25 6,07 £ 0,17 35,43 £ 0,32
Nw -224 67,61 £ 8,03 12,60 20,16 6,45+0,24 3.11+0,10
Ac T 2 22 2 =
- = 4N
ANTI-PLAQUETTE| @ 12%0.22 5,70£0,13 2,4:0,78 85,42+ 9,15
AP2
BB 10 -
ANTI-RECEPTEUR 99,84£ 8,32 7120, 41,02£3,
|qE
TEMOIN NEGATIF . -
SURNAGEANT 6,78 £ 0,01 3,49 £ 0,35 7.44+0,4 8,12 £ 0,07
SP20 ~
TEMOIN NEGATIF
TAMPON 3,22+0,18 3,71 :0,95 6,56 + 1,32 5,43 + 0,78
PBS

FIGURE 33
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Néanmoins, par comparaison au traitement en tampon témoin, I'EO6-71 reconnait ces deux

populations cellulaires de fagon significative .

A- ETUDE BIOLOGIQUE ET DETERMINATION BIOCHIMIQUE DE L'ANTIGENE

RECONNU PAR L'EQG6-71

1- TEST D'INHIBITION DES ROSETTES TgE PAR L'EQSINOPHILE

A la lumiére des travaux effectués sur ce granulocyte grace au BB10 202122 premier Ac.
monoclonal reconnaissant le récepteur IgE de surface de I'éosinophile, nous avons cherché a
déterminer le role de I'EO6-71 sur la formation des rosettes IgE par I'éosinophile humain . Le

principe de cette technique se base sur la propriété de I'éosinophile 2 fixer I'IgE " coatée " sur des
globules rouges de mouton par ses récepteurs de surface spécifiques pour I'TgE ( FcgR ) .

C'est ainsi que des globules rouges de moutons préalablement sensibilisés par des IgE
humaines myélomateuses , sont mis en incubation avec des éosinophiles ayant subi différents

traitements soit par le BB10, soit par une IgM témoin , par du milieu ou encore par 1'Ac.

monoclonal EO6-71 .

Lorsque les récepteurs IgE de surface sont libres, les globules rouges adhérent aux cellules
de fagon a former des rosettes . Par contre dans le cas ol ces récepteurs sont bloqués, le nombre de
rosettes ayant pu se former se trouve diminué . Ce qui a déja €t€ démontré par M. Capron et coll.

2—1, 2 ) , lorsque 1'éosinophile est traité par I'Ac monoclonal anti-FcR : le BB10

Les résultats que nous avons représentés sous forme de graphe ( figure 36 ) montrent que

I'’Ac monoclonal EQ6-71 inhibe de mani¢re trés significative la formation de rosettes IgE a un
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niveau sensiblement égal a celui du BB10.

Ces résultats ayant permis de considérer des similitudes entre la structure antigénique
reconnu par le BB10 et 'EO6-71, nous ont amené a une étude biochimique comparative des

molécules de surfaces de l'éosinophile reconnue par le BB10 et 'EO6-71 .

2- COMPARAISON DU BB10 ET DE L 'EO6-71 EN IMMUNOELECTROTRANS

-FERT ;" IMMUNOBLOTTING"

Dans un premier temps et afin de visualiser les antigénes reconnus par 'EO6-71 et le
BB10, nous avons déposé en migration sur gel de polyacrylamide des extraits d'antigénes
d'éosinophiles provenant d'un méme patient . Puis 2 la suite d'un electrotransfert la feuille de
nitrocellulose découpée est placée en incubation avec les Ac monoclonaux BB10, EO6-71 et une

IgM t€émoin ( figure 37 ) . De nombreuses expériences similaires ont , par la suite , pu e

effectuées sur des éosinophiles provenant de donneurs différents ( figure 38) .

Dans tous les cas , les résultats obtenus se rejoignent et laissent 2 croire , A la reconnaissnce
par le BB10 et I'EO6 -71 de deux épitopes portés par des antigénes de poids moléculaires
différents . Le premier, fixé par le BB10 serait de poids moléculaire voisin de 30.000 Dalton alors

que celui de I'EO6-71 serait plutot de I'ordre de 45 a 50.000 Dalton .

Ces observations , jointes a celles du test précédent , nous ont permis de formuler deux

hypotheses concernant les rapports existant entre ces deux monoclonaux .

§ - BB10 et EQG6-71 reconnaissent deux structures différentes mais faisant

partie, toutes deux, du récepteur IgE
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§ - L'EO6-71 reconnait une fraction antigénique ne faisant pas partie du
récepteur IgE, mais suffisament rapproché de lui , pour que sa configuration
spatiale puisse étre a l'origine d'un encombrement stérique du récepteur IgE

explicant l'inhibition de la formation de rosettes par l'éosinophile

Du fait des similitudes entre le récepteur IgE des plaquettes et celui de 1'éosinophile et afin
de départager entre ces deux hypothéses, 'effet de I'EO6-71 a été étudié dans le mécanisme de

cytotoxicité dépendante d'anticorps IgE et de plaquettes sanguines

3- INHIBITION DE LA CYTOTOXICYTE DES PLAQUETTES : COMPARAISON ENTRE
EO6-71 ET BB10

Comme le montre la figure 39 , la préincubation des plaquettes avec 'EO6-71 inhibe de
fagon significative le pourcentage de cytotoxicité de ces cellules, similairement & l'effet du BB10
utilisé a 1a méme concentration ( 100 pg/ml)

Afin de mieux distinguer des deux Ac monoclonaux , nous avons étudié l'existence d'un
éventuel effet synergique entre eux , en comparant les effets cumulés et séparés de chacun de ces
Ac monoclonaux .

Sile BBIO et 'EO6-71 utilisés a des doses suboptimales ( 10 j1g/ml ) inhibent faiblement la
cytotoxicité des plaquettes ( 32 % - 30 % ) par rapport au traitement témoin ( 5 % ) , lorsqu'on les
place ensemble, 2 cette méme concentration , leurs effets s'accumulent : puisque le pourcentage
d'inhibition de la cytotoxicité des plaquettes attteint 72 % . C'est ainsi que, grice i ces résultats,
nous avons pu appuyer et , peut étre méme , confirmer la premiere hypothése de l'existence de

fractions ou structures antigéniques différentes , mais complémentaires au niveau du récepteur

IgE. .
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DE MES CON ION

De lI'ensemble de cette étude immunologique, biochimique et biologique de
I'Ac monoclonal EO6-71 et, en résumé de tous les tests comparatifs réalisés

avec le BB10 , nous pouvons déja décrire trois caractéristiques spécifiques de

I'EQC6-71.

1 - Sa reconnaissance préférentielle de I'éosinophile et des plaquettes
sanguines par rapport aux autres leucocytes testés in vitro , en fait déja un

anticorps spécifique d'un antigéne commun a ces deux types cellulaires .

2 - Son effet inhibiteur sur la formation des rosettes IgE par

'éosinophile , nous a permis de supposer sa spécificité pour le récepteur IgE .

3 - Par la détermination d'une distinction entre le poids moléculaire de
I'antigéne reconu par le BB10 (30.000 Dalton ) et par I'EO6-71 (45 a
50.000 Dalton) , nous avons pu confirmer la différence existante entre les

épitopes reconnus par chacun de ces deux anticorps monoclonaux
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De plus , du fait qu'ils agissent en synergie , en inhibant la cytotoxycité
IgE dépendante des plaquettes , nous pouvons suggérer que les Ac. monocionaux
EQ6-71 et BB10 reconaissent des épitopes différent mais probablement

complémentaires au niveau du récepteur IgE.




CHAPITRE WV

DISCUSSION
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Avant méme l'apparition des anticorps monoclonaux la préparation d'hétéroantisérums avait
déja permis de montrer l'existence d'antigénes spécifiques de certaines lignées leucocytaires comme

cela était déja le cas des antigénes particuliers aux leucémies aigues lymphoblastiques 4L. Certains

auteurs( 24,802 86, 1442 146,135,134, y ont méme pu mettre en évidence l'existence

d'allo-antigénes spécifiques des granulocytes neutrophiles qu'ils ont, au fur et 3 mesure de leur
découverte , classés en systtme : NA, NB, NC, ND, NE, tableau ( figure 41).

Aujourdhui grice aux anticorps monoclonaux , les progrés accomplis dans le domaine des
antigénes leucocytaires en général et granulocytaires en particulier, sont remarquables . En l'espace
de quelques années , un nombre considérable d'anticorps monoclonaux dirigés contre les
€osinophiles et les neutrophiles humains ont déja pu étre produits . Leur abondance et leur variété
nécessitent une étude 2 la fois analytique et comparative. Afin de mieux situer nos travaux par
rapport a tous ceux que nous-avons pu étudier dans la littérature et afin de faciliter cette comparaison
, nous avons jugé utile de résumer I'ensemble des caractéristiques biochimiques, immunologiques
et spécifiques de tous les anticorps monoclonaux que nous avons étudié sous forme d'un tableau
(figure 42)

Tous les Ac monoclonaux décrits dans ce tableau ont pour point commun une reconnaissance a
la fois des €osinophiles et des neutrophiles humains . Cependant , leur fixation aux granulocytes
n'en font pas des Ac monoclonaux spécifiques de cette seule sous population leucocytaire .

Du fait d'une telle abondance d'anticorps monoclonaux anti granulocytes produits, on pourrait
s'attendre 2 ce que quelques uns d'entre eux , au moins , puissent étre spécifiques de 1'une ou
l'autre de ces sous populations polynucléaires . De plus, 1a spécialisation fonctionnelle de chacune
de ces lignées leucocytaires pourrait se refléter dans une spécificité étroite de leurs molécules
antigéniques de surface .

Or, récemment , 1a plupart des anticorps monoclonaux qué 'on connait spécifiques de I'une ou

l'autre de ces sous populations granulocytaires, se sont avérés réagir également avec d'autres

lignées leucocytaires (cf. figd2) .




HISTORIOQOURE DES ALILOANTIGCGENES

DECRITS AU NIVEAU

DES GRANULOCYTES HUMATINS .

3ynoid

13 4

§
SYSTEME ANTIGENES SPECIFICITE ANNEE AUTEURS
NA1 1960 LALEZARI & coll.
GRANULOCYTES
NAZ 1974 LALEZARI & RODEL
NB1 ‘
NB ' GRANULOCYTES 1979 LALEZARI & coll.
NB2
NC NC GRANULOCVYTES. 1977 LALEZARI
9 9a=NR2 GRANULOCYTES 1967. VON-ROOD & coll.
~ND CNDA GRANULOCVYTES 1978 VERHENGT & coll.
NE NET GRANULOCYTES 1979 CLAAS 8 coll.
HGA-3 5 GRANULOCVYTES 1980 THOMSON & coll
MART GRANULOCYTES 1982 YOMTOVIAN & coll.
ABO UBIQUITAIRE -
SN
- %2 b HLA-A
N GRANULOCYTES
HLA HLA-B g )
LEUCOCYTES
HLA-C
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La plupart des auteurs ayant décrit les propriétés et fonctions d'anticorps dirigés contre les
granulocytes humains n'ont pu justifier I'existence d'une discrimination proprement dite entre les
antigénes de surface des éosinophiles et ceux des neutrophiles humains 4L, 117, 24 29 30 pang
tous les cas ol ces auteurs parlent de spécificité de 1'Ac monoclonal produit, ils se limitent &
confondre neutrophiles et éosinophiles sous le terme général de " granulocytes ", lorsque bien
entendu, celui-ci ne reconnait pas les autres leucocytes.

Tel qu'il serait aisé de le constater sur le tableau de la figure 42 , onze Acm sur les 34 décrits,
reconnaissent aussi les monocytes (au moins a 80% ) ; douze autres se fixent également 2 la lignée
HL60 alors que les neufs derniers sont en plus positifs avec la lignée K562 . De plus , lorsque la
comparaison a pu €tre effectuée quatre Acm. (le MMA (LeuM), 1'g10, le G2 et le WEMGl )
reconnaissent sans aucune distinction les granulocytes, les monocytes , la lignée HL60 ou K562 .
Bien que certaines de leurs réactivités semblent similaires, il n'y a pas deux Acm. de tous ceux qui
constituent ce tableau, qui soient absolument identiques, suggérant ainsi que chaque Ac monoclonal
soit unique .

Les caractéristiques de I'ensemble des Acm. décrits, lorsqu'elles ont pu &tre données , supposent
que certains antigénes portants des épitopes identiques pourraient étre présents sur différents types
cellulaires a la fois.Cette observation serait & 'appui de 1'hypothése sur 1'évolution de la cellule

meére commune 2 l'ensemble des leucocytes humains ( figure 43 ) . Etant théoriquement tous
originaires d'une méme cellule souche , il n'est pas étonnant de trouver des épitopes ou méme des
antigénes de surfaces , communs 2 'ensemble des globules blancs humains. Néanmoins au cours
de leurs differenciations (figure 43 ), ces cellules se sont de plus en plus spécialisées dans 1'une
ou l'autre des réactions de défense du syst¢me immunitaire qu'elle soit & médiation cellulaire ou
humorale . |

Depuis lontemps déja les antigénes de surface de ces cellules ont €té impliqués dans la réponse
spécifique a tel ou tel stimulus particulier. C'est souvent dans l'objectif dé déterminer le role exact

de certains de ces antigénes que tous les Acm. du tableau ( figure 42 ) et de nombreux autres encore

ont été produits et étudiés
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1. Antigénes responsables de réactions différentes présents sur des

cellules differentes

Certains de ces Acm. ont été décrits comme étant a l'origine de réactions biologiques
différentes sur des lignées cellulaires différentes : un exemple 2 citer : I'Acm. IgG10 133 1a fois
cytotoxique vis & vis de la lignée T et qui réagit avec les cellules myéloides.

Cette constatation pourrait suggérer une conservation de par deux leucocytes de lignées
différentes, certains épitopes communs . Au cours de leur évolution ces cellules n'auraient modifié
que l'aspect fonctionnel de ces structures antigéniques tout en leur conservant la méme expression

épitopique susceptible d'étre reconnu par un méme Ac monoclonal .

2.. Antigénes différents responsables de réactions similaires sur

une méme lignée cellulaire

Dans le cas particulier des granulocytes humains , malgré le nombre important de travaux &

ce sujet , de nombreuses questions restent encore sans réponse . C'est ainsi qu'a la suite d'une

étude approfondie des événements précoces de l'activation des granulocytes Becher et coll. 11 ont
été amenés a la conclusion d'une trés grande complexité dans le déclenchement et la
synchronisation de ces mécanismes . Ils décrivent ainsi la capacité d'un récepteur du FMLP &
provoquer le chimiotactisme, la libération d'ions superoxyde et 1a dégranulation des polynucléaires
granulocytes.

D'autre part la stimulation des granulocytes par le PMA a été utilisée comme modéle d'étude

de la phagocytose par Leyhmer et coll. 88 | qui suggerent que celui-ci stimule la respiration par des
mécanismes qui différent de ceux provoqués par un peptide chimioattractant tel que le FMLP .
I est donc évident que la nature du stimulus joue un réle important dans les manifestations de

ces activités cellulaires et du fait de la différence existant entre I'antigéne récepteur du FMLP et celui
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du PMA, nous pouvons constater qu'une méme cellule peut présenter & sa surface et dans le méme

but fonctionnel, plusieurs antigénes différents.

3. Antigénes différents responsables d'effets multiples et sélectifs

sur certaines fonctions des granulocytes.

Actuellement, dans le cadre de 1'étude de 'activité biologique des polynucléaires granulocytes,
les phénomenes de phagocytose ainsi que ceux de la production d'ions superoxyde, ont déja été
dissociés des processus de dégranulation et du chimiotactisme. Korchal et coll. 7 démontrent
qu'une stimulation par le calcium ionophore A 23187 et par des complexes humains, provoque une
inhibition de la dégranulation des polynucléaires albrs que la libération d'ions superoxydes n'est pas
affectée. Les données rapportées ici sont donc en faveur de I'hypothése que les phénomenes
respiratoires et de dégranulation sont dissociables. D'autres travaux sont venus appuyer cette

hypothése, notamment ceux décrits par Cotter et coll. 27230 3 propos d'un Ac monoclonal le
NCD; (IgG anti-neutrophiles humains), inhibant la dégranulation ainsi que le chimiotactisme des

neutrophiles , induits par 'OPz. et le FMLP, mais restant sans aucun effet sur les phénomeénes

. respiratoires. Alors que , d'un autre c6té I'Ac monoclonal NCD» 32 | présente une activité plus
P q 3=,P P

spécifique quant & sa capacité d'inhiber le chimiotactisme des neutrophiles, induit par le FEMLP,

alors que les autres propriétés de cette cellule restent normales.

L'ensemble de ces constatations est en faveur de celles émises par Becher et Coli. 1y propos de
la grande complexité des mécanismes responsables des événements précoces de l'activation des
granulocytes. Néanmoins, 1'étude des caractéristiques de l'un de nos deux Ac monoclonaux
anti-granulocytes produits, notamment, 'anti-neutrophile humain : NW-224 apporte d'importantes

informations qui pourraient contribuer, au moins en partie, a I'éclaircissement de certaines énigmes
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concernant les mécanismes d'activation de ce leucocyte

4. Anticorps monoclonal anti neutrophiles humains : le NW-224

Par l'originalité de 'ensemble de ses caractéristiques, I'Ac monoclonal NW-224, occupe une

place privilégiée par rapport 2 tous ceux décrits dans le tableau (Figure 42).

En effet, un premier point important concernant cet anticorps, est : Sa spécificité vis-a-vis du
polynucléaire neutrophile . L'épitope reconnu par le seul isotype 1gG,, de cette série semble étre

porté par un antigéne non détectable et probablement inexistant au niveau des éosinophiles , d'un

poids moléculaire trés faible , de l'ordre de 14,5 kD. Cette caractéristique le distingue clairement des

Ac monoclonaux B39 4l ;‘.B4_3 ; VINDS 12; Mi/Ni, UJ 308 41 : WEI\/ICH%2 ou FMC 10li§’
dont les poids moléculaires respectifs définissent des antigénes de 105 & 150 kD (kilodalton), alors
que les plus faibles poids moléculaires décrits étaient de 95 kD pour 'EQa et de 65 kD pour le

FMCII‘

Lorsque le NCD1 22 inhibe le chimiotactisme du PMN induit par le FMLP, de méme que le
" G2 2L diminue les fonctions respiratoires, le AHN-112Z | 1a phagocytose et le PNM7-C3 100
baisse le métabolisme oxydatif de ce polynucléaire, le NW-224 i lui seul, stimule le neutrophile
dans toutes ses fonctions biologiques tant pour le chimiotactisme que pour sa fonction
phagocytaire, sa libération de myélopéroxydase ou encore sa libération d'ions syperoxydes.

Seuls les Ac monoclonaux L12-2 33 et WEMG122 possedent la capacité de stimuler
respectivement la phagocytose et ' ADCC du neutrophile.

D'autre part, le NW-224 présente un effet différent sur I'aétivation métabolique du neutrophile
circulant considéré commeé initialement au "repos” et le neutrophile extracirculatoire (comme par

exemple, le neutrophile salivaire ou tissulaire) lequel serait plutdt une cellule en " hyperactivation ".
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Le NW-224 n'a, en effet, plus aucun effet sur l'activation des neutrophiles de la salive, ce qui
souligne l'importance du rdle de 'antigéne auquel il se fixe dans le déclenchement des mécanismes
responsables de 'activation de cette cellule.

A partir de ces résultats, nous pouvons déja faire deux constatations :

1) I'épitope reconnu par le NW-224 identifie une différence antigénique
entre éosinophiles et neutrophiles humains, et rejoint ainsi les travaux de Lopez et Coll.82* sur

I'hétérogénéité antigénique des granulocytes de souris.

2) Dans le cas ou cet antigéne de 14,5 kD serait présent indifféremment
chez le neutrophile circulant et extracirculatoire (travaux en cours) cette entité antigénique pourrait
étre, pour une grande part, impliquée dans le passage du neutrophile d'un état de "repos” au niveau

du sang a un état d'hyperactivation au niveau extracirculatoire.

Afin de rester dans le cadre d'une étude analytique de tous les Ac monoclonaux décrits dans le
tableau ( figure 42 ), le NW-224 semble contredire I'hypothése émise précédemment 2227230
par de nombreux chercheurs que le phénomeéne de dégranulation et de respiration seraient
' dissociables .

En fait , ces hypothtses ont été émises dans le cadre d'anticorps responsables de
I'inhibition de l'une ou l'autre de ces fonctions du neutrophile, alors que le NW-224, au
contraire, provoque une stimulation presque "générale” de cette cellule . Ce la rend la
comparaison relativement difficile mais, pourrait suggérer l'existence pour le néutrophile d'une
distinction entre les antigénes ( récepteurs) intervenant dans les phénomenes d'activations et dans

I'inhibition de certaines fonctions de cette cellule .
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En définitive, l'antigéne de 14,5 kD reconnu par le NW-224 serait, probablement une
molécule clé intervenant dans les mécanismes " complexes " du déclenchement de 'activation du

polynucléaire neutrophile.

5. Anticorns _monoclonal anti-éosinophiles humains: I'EOE71

WLILLE)
Dans le contexte des travaux antérieurs sur l'hétérogénéité des granulocytes humaiMait
intéressant de produire un Ac. monoclonal spécifique du polynucléaire éosinophile ; l'existence
d'un tel Ac. n'étant pas encore rapportée dans la littérature . L'objectif de faire de cet Ac. un
marqueur spécifique de cette cellule n'a pas été€ exactement atteint ( du fait de la grande part laissée
au hasard au cours de la fusion cellulaire Chap.II; II. ) , dans la mesure ol celui-ci ne reconnait pas
l'ensemble des éosinophiles , mais reconnait les plaquettes sanguines . Cependant l'intéret de cet

Ac. monoclonal n'est pas pour autant négligeable dans la mesure ol il pourrait &tre utilisé comme
marqueur des €osinophiles activés ou €osinophiles hypodenses ( Fcg R™) retrouvé en plus grande

quantité dans le sang et , dans les tissus des sujetsprésentant une hyperéosinophilie . Cet Ac.
monoclonal pourrait , & ce niveau -13, faciliter le dépistage de ces éosinophiles hypodenses au sein
~ des tissus de ces patients .

L'immunisation des animaux ayant été effectuée avec des éosinophiles purifiés pouvait laisser
supposer que I' Ac. monoclonal EOG6-71 soit, par comparaison aux résultats obtenus avec I'Ac.
monoclonal NW-224 sur les neutrophiles , spécifique de 1'éosinophile . Or, il est apparu tout de
suite que I'EO6-71 reconnaissait également , les plaquettes sanguines et une lignée de cellules

macrophagique humaine (lalignée U 937) .

Cette observation a guidé nos travaux de recherche vers une structure antigénique commune 2

toutes ces lignées cellulaires : le Récepteur Igp ( Fcg Ry ) contre lequel avait déja été produit un
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Ac. monoclonal par M. Capron : le BB10 . Nous avons donc comparé l'effet de ces deux Ac.
monoclonaux (EO6-71 et BB10 ) sur le récepteur IgE en démontrant, 1'inhibition des rosettes IgE
sur I'éosinophile, ainsi que l'inhibition de la cytotoxicité IgE dépendante des plaquettes . De la
méme fagon que le BB10, L'EO6-71 inhibe ces fonctions tout en se fixant 4 un épitope différent de
celui-ci, confirmé par l'effet synergique observé .

De plus BB1O et EO6-71 semblent reconnaitre des antigéenes de PM différents par "
ImmunoBlotting" sur des extraits d'éosinophiles humains . Nous pensons que ces différences sont
probablement liées a des différences quantitatives des épitopes BB10 ou EO6-71 présents sur ces
différentes structures antigéniques du récepteur IgE : Il semble également exister des différences
d'expression de ces épitopes selon les patients . Néanmoins , ces structures de 45 - 50 kD et de

25.kD, sont de PM identiques a ceux décrits pour le récepteur IgE du B- lymphocyte par Masaki et

coll. 2I* et confirment bien l'analogie structurale entre ces récepteurs IgE de faible affinité .

11 est interessant de noter, d'autre part , que le BB10 et 'EQ6-71 , deux Ac. monoclonaux
issus de deux immunisations différentes, effectuées dans des conditions différentes , & partir de
cellules provenant de patients différents , sont tout deux des IgM et tout deux spécifiques du
récepteur IgE. Ceci nous ameéne a la conclusion que le récepteur IgE de I'éosinophile humain
hypodense , semblre relativement immunogéne chez la souris et que les deux Ac. monoclonaux

- produits pourraient étre des marqueurs de I'hétérogénéité des éosinophiles humains

* Par ailleurs , du fait de la structure commune de leur isotype on peut se poser la question de
savoir si l'effet similaire de ces deux Ac. monoclonaux ne serait pas 1i€ a la structure polymeére des

anticorps IgM, effet néanmoins , non observé dans le cas des IgM témoins sans activité anticorps.

I1 n'est pas improbable que cette structure favorise le role biologique de ces Ac. sur le

récepteur IgE.
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Dans la mesure ol tous les Ac. anti-récepteur IgE du B lymphocytes , décris dans la
littérature , sont de classe IgG, il parait difficile de comparer leurs effets a ceux du BB10 ou, du
EO6-71. Afin de répondre i ce probléme des expériences sont actuellement en cours , avec l'objectif
d'induire un "Switch" des cellules produisant les IgM EO6-71 et BB10 vers des hybridomes
produisant des IgG ( Travaux en collaboration avec J.L. Teillaud et W. H. Fridman , U. INSERM
U.255 - Institut Curie - Paris ) .

De toutes évidences 1'EQ6-71, en complément avec le BB10, représentent un outil
d'un grand intéret dans la détermination de la constitution moléculaire du récepteur IgE de faible
affinité ( lymphocytes B , macrophages , €éosinophiles , plaquettes et récemment la cellule de
Langherans ) ainsi que dans la dépistage des éosinophiles activés au niveau des tissus de

patients hyperéosinophiles . -
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La trés grande abondance d'antigénes communs aux neutrophiles et aux
éosinophiles humains, identifiés par la production d'Ac. monoclonaux (tableau
figure 42 ), n'exclue pas l'hypothése de l'existence d'antigénes spécifiques a

chacune de ces sous populations granulocytaires .

Notre but de produire des Ac. monoclonaux dirigés spécifiquement contre
chacun de ces polynucléaires a été , au moins , partiellement atteint .Car, si par
sa fixation aux plaquettes sanguines, a la lignée U.937 et aux basophiles, 1'Ac.
monoclonal EQ6-71 semble moins spécifique de 1'éosinophile, le NW-224 | par
contre, présente une spécificiré relativement étroite pour le neutrophile et
contribue pour une grande part a appuyer l'hypothése de I'hétérogénéité
antigénique des éosinophiles et des neutrophiles humains .Cette hétérogénéité
pourrait trouver son explication , dans un début de spécialisation fonctionnelle
de chacun de ces globules blancs, depuis une simple phagocytose ( premiére
fonction défensive apparue au cours de l'évolution) , vers une défense plus
complexe, a I'image du degrés d'évolution trés élevé atteint par d'autres
leucocytes du systéeme immunitaire (dans leurs mécanismes de coapérations
cellulaires ou, dans leurs capacités de produire des anticorps ...)

A la lumiére des résultats trés récents concernant l'identification d'un
récepteur de type IgE (FcgR, ), sur les mastocytes et les basophiles reconnus a

la fois par les L'EQ6-71 et le BB10 ( M. Capron communication personnelle ),
I'ensemble de nos travaux associés a ceux de Trassey et Smith L31* sont plus en

faveur d'un rapprochement antigénique fonctionnel entre ]'égsinophile ‘gt le

mastocvte et entre 1'éosinophile et le basophile que celui établi depuis plus
d'un siécle par les hématologistes entre ['"éosinophile et le mneutrophile et

permettraient ainsi, de remettre en question le regroupement
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quasisystématique de 1'"éosinophile et du neutrophile sous le terme

général de "polynucléaires granulocytes”

Malgrés les efforts considérables, fournis dans ce domaine par un nombre
relativement important de chercheurs a travers le monde, les polynucléaires
granulocytes humains (éosinophiles, neutrophiles, basophiles et mastocytes)
restent des cellules encore assez mal définies.

Par la détermination de l'existence d'au moins un antigéne de surface
pouvant distinguer le neutrophile de 1'éosinophile (grice au "NW-224 ") et par
'identification d'une structure du récepteur IgE différente, mais complémentaire
de celle reconnue par le BB10 19223 (grice a 1'E0Q6-71), l'ensemble de nos
travaux apporte une appréciable contribution a I'identification de ces deux
sous-populations granulocytaires. Une étude plus approfondie de cette
héterogénéité antigénique devrait, par ailleurs, permettre de mettre en évidence

une hétérogénéité a l'intérieur de chacune de ces deux sous populations .
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