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Résumé de l'ensemble des travaux. 

L'ensemble de cette étude a été réalisé dans deux laboratoires différents. 
Le laboratoire du Pr. A. Bernard à l'Institut Gustave Roussy de 

Villejuif, utilise les anticorps monoclonaux dirigés contre les molécules de 
surface des leucocytes pour analyser la biochimie et la fonction de ces 
molécules. Ces anticorps monoclonaux peuvent également être utilisés 
comme outils thérapeutiques lors de greffe par exemple. 

Dans le laboratoire du Pr. A. Capron, j'ai participé dans le cadre d'un 
programme de recherche sur le SIDA à la mise en évidence et à l'étude d'un 
phénomène de mort programmée par apoptose survenant après une 
activation sélective des cellules T CD4+ de patients infectés par VIH. Ce 
phénomène permettrait d'expliquer à la fois les dysfonctions précoces et la 
déplétion tardive des cellules T CD4+ de patients infectés. D'autre part, j'ai 
étudié d'une manière plus générale les différents mécanismes permettant 
d'induire une mort cellulaire par apoptose dans les lymphocytes T. 

Régulation de l'activation des lymphocytes T. 

Il existe à la surface des lymphocytes T de nombreuses molécules 
permettant la régulation de leurs activités. Parmi celles-ci, le récepteur pour 
l'antigène (TCR) dicte la spécificité antigénique en interagissant avec 
l'association formée par un peptide antigénique particulier et une molécule 
du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) située à la surface d'une 
cellule présentatrice de l'antigène (APC). Les autres molécules ont été 

arbitrairement classées en deux catégories : 
-les molécules d'adhésions qui servent à attacher le lymphocyte T aux 

cellules avec lesquelles il doit interagir 
-les "récepteurs" qui transmettent à la cellule des signaux permettant la 

modulation de son activité.. 
Il apparait de plus en plus que ces deux fonctions peuvent être portées 

par les mêmes molécules. Parmi ces molécules pluripotentes on peut citer : 
CD2, CD4, LFA-1, CD44 et VLA-4. Nous avons pour notre part étudié plus 

particulièrement les molécules CD2, CD44 et VLA-4. 

La molécule CD2 fut d'abord décrite comme une molécule d'adhésion 
permettant l'interaction du lymphocyte T avec les globules rouges de 
mouton. L'utilisation d'anticorps monoclonaux a permis de montrer qu'il 



était possible d'induire la prolifération des lymphocytes T avec deux 
anticorps reconnaissant deux épitopes différents de cette molécule. 
L'isolement d'un ligand pour la molécule CD2, une molécule appelée LFA- 
3 (ou CD58) donnait une base moléculaire aux mécanismes d'adhésion 
décrits pour la molécule CD2. Pourtant, il n'est pas possible d'activer les 
lymphocytes T en utilisant la molécule LFA-3 purifiée. C'est pourquoi nous 

avons recherché s'il était possible de caractériser un deuxième ligand pour 
la molécule CD2 qui, en association, avec la molécule LFA-3 permettrait 
d'activer les lymphocytes T. 

Nous avons isolé deux anticorps capables d'inhiber la formation de 
rosettes entre des cellules' T et des érythrocytes humains ou de mouton. Ces 
anticorps reconnaissent une molécule de 19 kDa (H19). Cette molécule H19, 
impliquée dans le phénomène des rosettes pourrait donc être le deuxième 
ligand de la molécule CD2 recherché. 

Nous avons ensuite, grâce à l'utilisation des anticorps monoclonaux, 
étudié le rôle physiologique de cette molécule en le comparant à celui de la 
molécule LFA-3 : 

Nos travaux montrent outre l'existance d'un deuxième ligand 
éventuel pour la molécule CD2, que l'interaction de cette molécule avec ses 
ligands (LFA-3 mais aussi H19) est nécessaire lors de l'activation des 
lymphocytes T via CD3. Ce résultat apporte une nouvelle évidence de 
l'interrelation entre les molécule CD3 et CD2 lors de l'activation d u  
lymphocyte T. 

Par ailleurs, nous avons isolé un anticorps monoclonal, nommé P245, 
dirigé contre une molécule de 90 kDa et possédant toutes les caractéristiques 
d'un récepteur du homing, la molécule CD44. 

Dans un premier temps, nous avons testé l'action de l'anticorps P245, 
sur l'incorporation de thymidine tritiée par des lymphocytes issus d u  sang 
périphérique stimulés par différents mitogènes T. L'ensemble de nos 

résultats montrent que des anticorps dirigés contre la molécule CD44 sont 
capables de complémenter un signal d'activation founi par des anticorps 
CD3 ou des paires d'anticorps CD2, et que le signal fourni par les anticorps 
CD44 est différent de celui fourni par les anticorps CD28. 

Contrairement aux autres membres de la sous-famille pl des intégrines 
(les VLA) pour lesquelles seules des interactions cellule/matrice proteique 
intersticielle ont été décrites, la molécule VLA-4 est impliquée à la fois lors 



d'interaction avec la matrice proteique extra-cellulaire mais aussi lors de 
contact entre cellules. Nous avons utilisé différents anticorps monoclonaux 
dirigés contre la molécule VLA-4 afin de déterminer quel pouvait être son 
rôle dans l'activation des lymphocytes T. 

L'anticorps K20 (un anticorps dirigé contre la chaine Pl de la molécule 
VLA-4) est capable d'inhiber complètement la prolifération des lymphocytes 
T activés par des anticorps CD3. Cette inhibition est corrélée à une 
augmentation importante de I'AMPc, un second messager impliqué dans 
l'inhibition de la prolifération des lymphocytes. Contrairement à l'anticorps 
K20, les autres anti-VLA-4 n'ont soit aucun effet sur la prolifération des 
lymphocytes totaux du sang périphérique (comme 4B4), soit augmentent 
celle-ci (comme 0403). Par ailleurs, les anticorps comme 0403 sont capables 
d'inhiber l'effet suppresseur induit par les lymphocytes CDS+ sur la 
prolifération des lymphocytes CD4+ purifiés.. 

Il semble donc que la molécule VLA-4 serve à controler la prolifération 
des lymphocytes T CD4+ en transmettant le signal suppresseur apporté par 
les cellules CDS+. Cette molécule serait donc le récepteur (ou le ligand) 
d'une molécule présente à la surface des lymphocytes T suppresseurs CDS+. 

Etude de l'induction de l'apoptose dans les lymphocytes T, 

application à l'étude physiopathologique de l'infection par VIH. 

L'induction de la prolifération des lymphocytes T nécessite à la fois la 
mobilisation du complexe CD3-TCR et un signal additionnel fourni par les 
cellules accessoires. Cependant, la mobilisation du  TCR peut conduire à 

différentes réponses cellulaires en fonction du stade de maturation ou 
d'activation de la cellule T: la mort cellulaire dans les thymocytes et les 
cellules T activées, la prolifération ou l'anergie dans les cellules T naives. 

Nous avons tenté, dans un modèle humain de mieux comprendre ces 
différentes modalités d'induction d'une mort cellulaire par apoptose dans 
des cellules T. 

Nous avons étudié l'effet de la mobilisation du TCR en l'absence de 
cosignal dans quatre types cellulaires : 

- des thymocytes matures (phénotype CD4+8- ou 4-8+) 
- des lymphocytes T du sang périphérique (PBLT) 
- des lymphoblastes PHA (phénotype CD4+8- ou 4-8+) 
-des lignées T dépendantes de l'antigène (phénotype CD4+8-) 



Nous avons pu mettre en évidence que : 
-La mobilisation du complexe CD3-TCR (réalisée par des anticorps CD3 

fixés au fond des plaques de culture) entraine la mort par apoptose dans les 
thymocytes, les lymphoblastes et les lignées T, alors que les PBLT restent 
apparemment au repos. 

-Cette mort est inhibée par l'ILI, l'IL2 et les cellules accessoires (qui 
permettent également la prolifération des cellules) ; et par la cyclosporine A 
et les anti-IFNy. 

Pour mieux comprendre le rôle joué par les différentes interleukines 

dans l'induction de la mort par apoptose des lymphocytes T, nous avons 
étudié leur synthèse lors de la mobilisation du TCR. 

-La mobilisation du TCR en l'absence de cosignal dans les thymocytes 
matures et les lymphoblastes induit la synthèse dtIFNy mais pas celle d'IL2. 
L'addition du cosignal (ici l'ILI) permet la synthèse d'IL2 qui entraine la 
prolifération des cellules. En revanche, la mobilisation du  TCR en l'absence 
de cosignal dans les lymphocytes T au repos n'entraine pas de synthèse 
dtIFNy, l'addition d'IL1 permet la synthèse d'IL2 et dtIFNy induisant la 
prolifération des cellules. 

La CsA ayant pour propriété d'inhiber la synthèse des interleukines 
sans inhiber l'expression de leur récepteur par exemple le récepteur pour 
l'IL2, nous l'avons utilisée pour mieux cerner l'effet de l'IL2 et de 1'IFNy sur 
ces différents types cellulaires que nous avons cultivés en présence 
d'anticorps CD3 fixés et de CsA. Dans ces conditions, nous n'avons observé 
ni synthèse d'interleukines, ni prolifération, ni mort cellulaire. L'addition 

d'IL2 permet la prolifération de ces différents types cellulaires alors que 
l'adition d'IFNy induit une mort cellulaire par apoptose. De plus, même sur 
des PBLT stimulés par des anticorps CD3 en présence de monocytes, 
l'addition conjointe de CsA et d' IFNy entraine la mort des cellules par 
apoptose, alors que l'addition d'IL2 permet leur prolifération. 

Ces résultats permettent d'envisager un modèle oh sur des cellules T 
activées, la présence d'IFNy en l'absence d'IL2 induirait une mort cellulaire 
par apoptose. 

Le syndrome de l'immunodéficience acquise est causé par une 
disparition progressive et sélective des cellules T CD4+, cibles de l'infection 
par VIH. Cependant, la plupart des auteurs s'entendent pour reconnaître 
que la première dysfonction immunitaire détectée, et ceci plusieures années 
avant la diminution du nombre absolu des cellules T CD4+ est l'incapacité 



sélective de ces cellules à répondre aux antigènes mémoires et au Pokeweed 
mitogen. Par contre, les cellules T CD4+ conservent beaucoup plus 
longtemps la possibilité de répondre in vitro à des cellules allogéniques, à la 
PHA et à des anticorps CD3. Si ce constat est bien admis, la cause de cette 
dysfonction est inconnue. 

Nous avons developpé une hypothèse permettant d'expliquer à la fois 
la dysfonction précoce et la déplétion tardive des cellules T CD4+ des 
patients infectés par VIH-1 par un mécanisme unique : la mort cellulaire 
induite par activation ou mort cellulaire programmée ou apoptose . 

Nous avons testé in vitro la prolifération des cellules T de patients 
asymptomatiques, ou de sujet normaux, en réponse à différents stimuli 
mitogéniques. Nous avons pu observer que les cellules T de patients VIH+ 
présentaient un déficit sélectif de réponse au PWM, aux antigènes 
mémoires ou à la mobilisation du récepteur T, dépendante des molécules de 
classe II du CMH, et conduite par les "superantigènes" comme 
l'enterotoxine staphyloccoccique B (SEB). Ce déficit de prolifération est 
corrélé à l'induction d'une mort cellulaire des lymphocytes T CD4+ avec les 
caractéristiques de l'apoptose (nécessité d'une synthèse proteique, 
fragmentation de l'ADN en multiples de 200 paires de bases et condensation 
de la chromatine). Comme pour les thymocytes, la cycloheximide et la 
cyclosporine A inhibent cette mort cellulaire induite par activation. Mais 
contrairement à ce qui est observé pour les thymocytes, ni les esters de 
phorbol, ni l'ILI, ni l'IL2 ni les anti-IFNy ne sont capables d'inhiber 
l'apoptose des lymphocytes de patients VIH+. Seuls parmi les seconds 
signaux testés, les anticorps dirigés contre la molécule CD28 sont capables 
d'inhiber l'apoptose tout en restaurant la prolifération des lymphocytes T 
CD4+ de patients en réponse au PWM, aux "superantigènes" mais aussi aux 
antigènes mémoires. 

Ces résultats suggèrent donc que les lymphocytes T CD4+ de patients 
asymptomatiques infectés par VIH-1 sont éduqués in vivo pour répondre à 

une activation sélective en se suicidant par apoptose. 





ACïIVATION DES LYMPHOCYTES T 

La reconnaissance physiologique des antigènes par les lymphocytes T 
implique une interaction entre le récepteur T (TCR) et des fragments de 
l'antigène présentés en association avec une molécule de classe 1 ou de 
classe II du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH 1 et II), à la surface 
d'une cellule présentatrice de l'antigène (CPA) (1-4) 

1. Le récepteur T 

Le récepteur T est formé par l'association à la surface de la cellule T de 
2 chaines polypeptidiques a et B de 46-49 et 38-43 kDa respectivement (5-7). 
Les chaines a et B du TCR sont constituées sur le même schéma que les 
immunoglobulines (8) avec une partie constante et une partie variable. La 
partie variable, qui dicte la spécificité antigénique, est le produit, au cours de 
la maturation de la cellule, d'un réarrengement aléatoire de 3 fragments 
génique issus des régions V (variable), D (diversity) et J (joining) du gène 
codant pour la chaine a ou B (9). D'autre part, cette recombinaison se fait 
avec une haploïdie fonctionnelle ce qui signifie qu'il existe un seul type de 
TCR à la surface de chaque cellule T. 

02. Les cellules présentatrices de l'antigène. 

Ce sont des cellules exprimant à leur surface des molécules CMH de 
classe II, en association avec d'autres molécules annexes nécessaires à 

l'activation des lymphocytes T (cf infra). D'une manière générale, car ce 
processus connait des exceptions, ces cellules sont capables d'internaliser 
l'antigène et de le fragmenter en peptides dans ses compartiments 

cytosoliques. Ces compartiments croisent ensuite des vésicules issus d u  
Golgi contenant des molécules du CMH de classe II et certains peptides 
antigéniques s'associent aux molécules du CMH dans une gouttigre 
hydrophobe (complexe antigène-CMH) qui sera exprimée à la surface de la 
cellule lors de la fusion entre la vésicule et la membrane cytoplasmique 
(10,ll). Les cellules présentatrices de l'antigène ne se contentent pas 
d'exprimer des peptides antigéniques à leur surface. Elles fournissent à la 

cellule T des signaux d'activation non spécifiques nécessaires à une bonne 

activation de  la cellule. Ceci a pu être mis en évidence en utilisant des 



cellules (comme les fibroblastes) n'exprimant pas de façon naturelle les 
molécule du  CMH de classe II mais chez lesquelles cette expression est 
inductible par l'interféron y. Ces cellules sont capables de présenter des 
peptides antigéniques à leur surface et à ce titre sont capables d'activer des 
clones T spécifiques de l'antigène choisi (ces cellules T sont au stade G1 du 
cycle cellulaire). Par contre, les fibroblastes traités à 1'IFNy sont incapables de 
stimuler des cellules T CD4+ isolées du sang périphérique qui sont au stade 
GO du cycle cellulaire (12,13). Cette capacité peut être restaurée par l'addition 
de monocytes même lorsque ceux-ci n'ont jamais vu l'antigène. Ainsi les 
fibroblastes activés sont incapables de stimuler les lymphocytes T car ils 
n'expriment pas à leur surface les molécules capables de compléter le signal 
donné par le complexe antigène-CMH. Par contre les monocytes ont cette 
capacité. On appelle donc CPA (cellules présentatrices de l'antigène) les 
cellules capables d'exprimer des molécules de classe II du  CMH à leur 
surface et donc de présenter les peptides antigéniques. On appelle CA 
(cellules accessoires), les cellules capables de compléter un signal donné par 
les CPA. Ainsi les monocytes sont à la fois des CPA et des CA, les 
fibroblastes activés sont des CPA et par exemple les cellules endothéliales 

CMH-II négatives sont des CA (12,13) 

Les signaux d'activation, résultants de la reconnaissance du complexe 
antigène-CMH par le TCR, sont transmis à la cellule par la molécule CD3, 
associée au TCR à la surface de la cellule. 



e3. Le complexe CD3 

L'utilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre les parties 
variables du TCR a permis d'immunoprécipiter, outre les chaines a et P du 
TCR, 4 chaines supplémentaires (la molécule CD3) de poids moléculaire 28, 
22, 20 et 18 kDa appelés y, 6, E, q ou 6, montrant que le TCR et le complexe 
CD3 était physiquement liés à la surface de la cellule.(14,15). La 
démonstration de l'implication de ce complexe moléculaire dans 
l'activation des lymphocytes T a été faite en utilisant un anticorps 
monoclonal "OKT3" dirigé contre la molécule CD3, capable d'induire une 
prolifération des cellules T (16). Pour autant, le signal fourni par l'anticorps 
CD3 seul ne suffit pas (il représente en fait l'équivalent du signal fournit par 
les CPA) et il doit être compléter par des signaux fournis par les cellules 
accessoires.(l7,18). D'autre part, l'expression de la molécule CD3 à la surface 
de la cellule est nécessaire à la prolifération des lymphocytes T activés par 
différentes autres molécules (19-22). Ces résultats montrent donc que la 
molécule CD3 possède un rôle clef dans l'activation des lymphocytes T et 
notamment lors de la reconnaisssance de l'antigène en transmettant à la 
cellule les différents messages d'activation. 

Les changements biochimiques observés après la reconnaissance de 
l'antigène dans la cellule T et le rôle précis de ces différents seconds 
messagers ne sont pas encore bien compris. Il est clair, qu'immédiatement 
après la fixation du TCR sur le complexe antigène-CMH on observe une 
activation de la phospholipase C qui synthétise des inositol phosphates (IP3 
et IP4) ce qui entraine une augmentation du ~ a * +  libre intracytoplasmique 

et la formation de diacylglycerol induisant une translocation et une 
activation de la proteine kinase C (PKC) (23-25). D'ailleurs les cellules T 
peuvent être activées par la conjonction d'une drogue augmentant la 
concentration de ~ a 2 +  intracytoplasmique (le calcium ionophore) et d'une 
drogue (esters de phorbol tel le PMA) mimant le diacylglycerol et activant la 
PKC (26). 

'4. Les différentes molécules participant à l'activation des 
lymphocytes T 

Mais le complexe TCR/CD3 n'est pas le seul capable de stimuler les 
lymphocytes T ni le seul capable de produire des seconds signaux 



d'activation de la cellule. La figure 1 montre que les CPA expriment à leur 
surface un certain nombre de ligands pour des recepteurs situés à la surface 
du lymphocyte T comme CD4, CD8, LFA-1, et CD2 . Parmi ceux-ci, CD4, CD8 
et LFA-1 ont été tout d'abord uniquement considérées comme des 
molécules d'adhésion (27,281 mais des travaux récents ont permis de 
montrer que ces molécules étaient capables elles aussi de transmettre des 
signaux de régulation à la cellule T (29,30). La molécule CD2 a tres vite était 
considérée comme une molécule capable d'interagir dans des processus 
d'adhésion mais aussi de délivrer à la cellule un signal d'activation appelé 
de ce fait signal d'activation alternatif (31). De plus, il existe un certain 
nombre d'autres molécules à la surface du lymphocyte T capables de 
moduler son activation. Ces molécules peuvent être divisées arbitrairement ! 
en trois groupes : 

i)Les molécules capables d'activer la cellule en conjonction avec le 
PMA : Thy-1 et Ly-6 (décrites uniquement chez la souris pour l'instant) 

l 

(32,33), CD7 (34), CD43 (35), Tp45 (36), CD73 (37), Tp90 (38), Tp 135-145(39), Tp 
103 (40), CD54 (41) et gp33-38 (42) . 

ii) Les molécules capables de compléter le signal incomplet fourni par 
la molécule CD3 (les ligands éventuels des molécules présentent à la surface 
des cellules accessoires) : HLA-A, B, C (43) , CD28 (441, CD5 (451, CD6 (461, 
CD44 (47) 

iii) Les molécules capables d'induire un signal d'inhibition de la 
prolifération : CD4 , VLA-4 (48), CD45 (49), CD2 (50). 

En résumé, de nombreux signaux sont délivrés à la cellule T lors de 

1 son interaction avec les cellules accessoires. Ces signaux sont transmis par 
des molécules différentes et semblent agir de maniere coordonnée pour 
induire dans différents types cellulaires les réponses effectrices adéquates. 
Cependant, les mécanismes de régulation permettant d'intégrer ces 
différents signaux ne sont pas encore tous connus. 

Nous avons étudié pour notre part les molécules suivantes : 
CD2 et ses différents ligands : LFA-3 (CD58) et Hl9 

(CD59) 
CD44, un récepteur du homing participant à 

l'activation des lymphocytes T 
VLA-4, un membre de la famille des intégrines servant 

à réguler l'activation des lymphocytes T 





BI La mol~cule CD2 et ses differents ligands, rSles dans 
l'activation des lymphocytes T. 

La molécule CD2, comme nous l'avons vu, a été très vite considérée 
comme une molécule d'adhésion, capable de fixer un ligand situé sur 
d'autres cellules, et comme une molécule capable de transmettre à la cellule 
un signal d'activation (31). L'activation de la cellule 4tant obtenue par 
l'intermédiaire d'anticorps monoclonaux, il restait à définir quel était le ou 
les ligands physiologiques de la mol6cule CD2 capables de transmettre ce 
signal d'activation et dans qu'elles conditions ce signal était apporté à la 
cellule. Nous avons tenté de répondre à ces questions en recherchant les 
différents ligands de la molécule CD2 et leur rôles respectifs dans 
l'interaction de la cellule T avec les cellules accessoires lors de l'activation 
de la cellule. 

e l .  Mise en évidence de la molécule CD2 

Les cellules T possèdent la propriéM de se fixer aux globules rouges de 
mouton pour former des rosettes E (pour erythrocytes).Cette capacité a 
d'ailleurs longtemps et4 utilisée pour caractériser et purifier les 
lymphocytes T (51,521. L'utilisation d'anticorps monoclonaux a permis 
d'identifier le récepteur pour les globules rouges comme étant une 
molécule de 50 kDa, présente à la surface de tous les lymphocytes T mais 
aussi de certaines cellules NK et apparaissant très tôt au cours de la 
maturation thymique (53,54).Mais l'intérêt qui lui est porté tient surtout à 
son rôle fonctionnel complexe. 

*Z R61e fonctionnel de la molécule CD2 

Les premi&es descriptions du r61e fonctionnel de la molécule CD2 ont 
Cf4 obtenues en utilisant des anticorps monoelonaux CD2 capables d'inhiber 
l'activité des cellules T cytotoxiques (55) et de bloquer la repense 
mitoghique des cellules T induites par des lectines (56) ou par des anticorps 
CD3 (57). Ces rdsultats, semblables à ceux obtenus avec des anti-LFA-1, 
montraient que la molécule CD2 était impliquk lors de l'adhésion entre la 
cellule cytotoxique et sa cible ou entre la cellule accessoire et le lymphocyte 
T. 



La démonstration de l'envoi d'un signal prolifératif a la cellule par 
l'intermédiaire de la molécule CD2 a été faite par S. Meuer et a1.(31) qui en 
utilisant une paire d'anticorps CD2 "Tl12 et T113" est capable d'induire la 
prolifération des lymphocytes T. Dans ce cas, la prolifération induite par les 
anticorps CD2 ne nécessite pas la présence de monocytes, contrairement aux 
résultats obtenus avec les anticorps CD3. Ce point sera controversé, 
notamment par les travaux de l'équipe d'A. Bernard, qui démontre un r6le 
important joué par le monocyte dans l'activation par CD2. La dépendance 
en monocytes varie suivant les paires d'anticorps CD2 utilisées qui 
induisent vraisemblablement des changements conformationnels différents 
(5839). 

Différentes observations ont suggéré une inter-dépendance entre les 
d'activation CD3 et CD2 sur les lymphocytes T. Suivant les conditions 

J ,expérimentales, les anticorps CD3 sont capables, soit d'inhiber (60) soit 
enter (61) un activation des cellules T induite par des anticorps CD2. 

e, des anticorps CD2 sont capable d'inhiber une prolifération 
,qw ,' - - 

p f ~ [ * ~ ; i n d u i t e  via CD3 (57). Par ailleurs, l'interaction entre la molécule CD2 et ses 
&LWv~s52ri- y4'*kp71igands facilite la réponse h l'antigene médiée par le complexe CDS-TCR. *' 

a ~ i n s i  l'expression de la molécule CD2 humaine dans un hybridome T 
murin augmente fortement la réponse de cette cellule vis a vis de 
l'antigene (62). De plus, la démonstration de la copréapitation specifique de 
la molécule CD2 avec le complexe CD3-TCR fournit une base structurale h 
cette inter-dépendance (63). 

L'inter-relation entre les voies d'activation CD2 et CD3 a ensuite &té 
testée sur des mutants de la lignée leucemique Jurkat (64,65). Les cellules 
n'exprimant plus le complexe CD3-TCR ne répondent plus h une activation 
via CD2. Or cette réponse peut-être restauree par le transfection du cDNA de 
la chaine B du TCR qui permet la rkxpression de l'ensemble du complexe 
CD3-TCR (chaines a,$,y,8,e,c). Ceci montre que dans ces cellules 
leucémiques, la molécule CD2 ne fonctionne qu'en présence de la molécule 
CD3. De meme la transfection du cDNA codant pour la molécule CD2 dans 
une cellule n'exprimant pas CD3 entraine l'expression h la surface de la 
cellule d'une molécule CD2 non fonctionnelle (66). 

Pourtant, il est bien établit que des anticorps CD2 peuvent activer des 
cellules NK qui n'expriment pas le complexe CD3-TCR (67). Ces cellules NK 



CD2+CD3- representent une fraction importante des cellules NK et 
l'activation par des anticorps CD2 de ces cellules permet la lyse de cible NK- 
resistantes. Ces résultats sont donc en contradictions avec ceux obtenu avec 
la lignée Jurkat. Cependant, l'observation récente montrant que certains 
clones NK CD2+CD3-expriment dans leur cytoplasmes la chaine z de la 
molécule CD3, sans exprimer de molécule CD3 à leur surface, suggère que la 
chaine z est la partie du  complexe CD3-TCR necessaire à l'activation via 
CD2 (68). De plus la chaine est également responsable de l'interaction du 
complexe CD3-TCR avec la tyrosine proteine kinase p59f~n (691, ce qui 
renforce cette hypothèse. 

*4. Les ligands de la molécule CD2 

L'importance de la molécule CD2 dans l'activation des lymphocytes T 
a conduit de nombreuses équipes à rechercher les ligands éventuels de cette 
molécule. Cette recherche s'est effectuée en sélectionnant des anticorps 
monoclonaux capables d'inhiber la fixation des lymphocytes T soit sur les 
globules rouges, soit sur les cellules endothéliales thymiques. 

4.1. La molécule TllTS 

T. Hünig a donc sélectionné des anticorps monoclonaux dirigés contre 
les globules rouges de mouton capables d'inhiber la formation de rosettes E. 
Il a pu  mettre en évidence une molécule (appelée TllTS pour Tl1 target 
structure) d'environ 42 kDa exprimée en forte densité à la surface des 
globules rouges de mouton mais aussi sur les lymphocytes d u  sang 
périphérique et sur certaines cellules thymiques. (70,71). L'anticorps L180/ 1 
(anti-T11TS) est également capable d'inhiber une réaction lymphocytaire 
mixte confirmant ici l'implication de la molécule T11TS dans une 
interaction fonctionnelle. Par la suite, l'utilisation de molécule CD2 purifiée 
a permis de montrer que la fixation spécifique de cette molécule sur les 
globules rouges de mouton était inhibable par un anticorps anti-T11TS (72). 
L'anticorps L180/1 ne se fixant pas sur les cellules humaines, il s'agissait 
alors de déterminer un équivalent humain de la molécule T11TS. 
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4.2. La molécule LFA-3. 

Vollger et al. en utilisant chez l'homme la propriété des cellules du 
thymus (CD2 positives) h former des rosettes avec les cellules épithéliales 
thymiques (CD2 négatives) ont montré qu'il est possible de bloquer 
spécifiquement cette interaction avec un anticorps anti-LFA-3, une 
molécule présente h la surface de l'épithélium thymique (73). Cette 
molécule, une glycoproteine de 55-70 kDa, est exprimée sur de nombreuses 
cellules et n'est pas restreinte aux cellules de la lignée hdmatopoïétique. 
L'utilisation des anticorps anti-LFA-3 a ensuite permis de montrer que cette 
molécule était bien le ligand de la molécule CD2 tant sur le globule rouge 

teraction des cellules cytotoxiques avec leurs cibles. 
sation de molécules purifiées ou l'utilisation de cellules 
l'une ou l'autre de ces molécules a permis de confirmer 

leur fixation réciproque (74,75). 
D2-LFA-3 parait très simple. Un récepteur d'une 
un ligand formé lui aussi d'une seule chaine. 

ux molécules sont situées sur le chromosome 1 et toutes 
la superfamille des immunoglobuiines avec de plus des %,d , f  

,fi* 
les deux molécules. Finallement, la restriction de P: %i 

, c  ,> 

olécule CD2 sur les lymphocytes T et la distribution très $- 
large de la molécule LFA-3 suggere que cette interaction facilite l'adhésion 
des cellules T sur toute cellule nécessitant une surveillance 

Pourtant cette interaction simple ne permet pas d'expliquer toutes les 
fonctions dévolues I la molécule CD2 et on peut penser que la simpliaté de 
l'interaction CD2-LFA-3 est plus apparente que réelle. Ainsi, la molécule 
CD2 est une molécule complexe, capable d'adopter des conformations 
structurales diffdrentes suivant l'état d'activation de la cellule, présentant 
des épitopes differents et servant aussi bien de molOcule d'adhésion que de 
molécule d'activation. Quant a la molécule LFA-3, la suite d'un épissage 
alternatif, elle peut etre exprimée la surface de la cellule soit sous la forme 
d'une rnolkule transmembranaire classique, soit sous la forme d'une 
mol4cule fixée a la membrane par un pont inositol phosphate (76). De plus, 
les travaux réalisés dans le laboratoire d'A. Bernard ont permis .de 
caractériser au moins deux molécules supplémentaires impliquées dans les 
phénomene des rosettes E (brythrocytaires) : La molecule E2, présente sur le 



lymphocyte T aux cotes de la molécule CD2 (77)et la molécule Hl9 (CDS9) 
un deuxieme ligand éventuel pour la molécule CD2 (78). 

4.3. Les autres ligands de la molécule CD2 

Les tentatives infructueuses faites au niveau fonctionnel pour 
déclancher l'activation du lymphocyte T par une interaction entre les 
mol4cules CD2 et LFA-3 suggkre l'existence d'autres ligands. En effet, il n'est 
pas possible d'induire la prolifération des lymphocytes T en cultivant ces 
cellules avec des globules rouges se*, il faut pour y parvenir, ajouter un 
anticorps CD2 (79). Si à la place des globules rouges on utilise la molécule 
LFA-3 purifiho, il faut ajouter au moins une paire d'anticorps CD2 à doses 
submitogéniques pour dédancher la prolifération des lymphocytes T (80). 

Les premiers travaux d'A. Bernard, qui comme T. Hünig, sélectionnait 
des anticorps monoclonaux anti-globules rouges de mouton capables 
d'inhiber la formation des rosettes E. ont permis de mettre en évidence 3 
molécules du globule rouge de mouton impliquées dans ce phénorn8ne. 
Une molécule de 42 kDa (anticorps N23) qui est l'analogue de la molécule 
TllTS et de LFA-3 chez l'homme, une molede de 110-220 (anticorps N217) 
qui correspond certainement it l'équivalent de la m o l h l e  LFA-1 et une 
molécule de 14 kDa (anticorps N4) correspondant à la molécule Hl9 ou 
CD59 chez i'homme. Ces r&ultats montrent qu'en fait, l'interaction de la 
malhale CD2 avec ces ügm& est compl@x@. (81). 

@5. La molecule Hl9 (CD59) : une molecule presente 1 la 
surface des leucocytes, impliquée dans le ph#nom&ne des rosettes et 
necessaire 1 l'activation des lymphocytes Te Un deuxi*me ligand 
pour la mol4cule CD2 ? 

5,l. Résumé de l'article 1 

L'équipe d'A Bernard (81) avait décrit à la surface des globules rouges 
de mouton une mol6cule de 14 kDa qui, en plus de l'équivalent de la 
molécule LFA-3, était impliquée dans le phénomène des rosettes 
érythrocytaires. Nous avons donc recherché parmi des anticorps 
monoclonaux diriges contre des globules rouges humains, ceux 
reconnaissant une molécule similaire. 



Nous avons isolé deux anticorps d'isotype y1 et y2a capables d'inhiber 
la formation de rosettes entre des cellules T et des érythrocytes humains ou 
de mouton. Ces anticorps reconnaissent une molécule de 19 kDa (H19) qui 
comme LFA-3 n'est pas uniquement exprimée sur les érythrocytes mais 
aussi sur les lymphocytes T, les thymocytes, les monocytes, une partie des 
granulocytes et certaines cellules endothéliales. En revanche, cette molécule 
n'est pas exprimée sur les lymphocytes B. De plus, comme pour la molécule 
LFA-3, la molécule Hl9 purifiée est capable d'inhiber la formation de 
rosettes entre les cellules T humaines et les globules rouges de mouton ou 
humains. Cette molécule H19, impliquée dans le phénomène des rosettes 
pourrait donc être le deuxième ligand de la molécule CD2 recherché. 

Nous avons ensuite étudié, grâce à l'utilisation des anticorps 
monoclonaux, le rôle physiologique de cette molécule en le comparant à 

celui de la molécule LFA-3. Et en effet, comme la molécule LFA-3, la 
molécule Hl9 est nécessaire à l'activation des lymphocytes T mais avec 
quelques différences: 

- Les anticorps anti-Hl9 inhibent la prolifération des lymphocytes 
issus du  sang périphérique stimulés par des anticorps CD3. Contrairement 
aux anti-LFA-3, les anti-Hl9 sont incapables d'inhiber une prolifération 
induite par des paires d'anticorps CD2. Des résultats semblables sont 
obtenus en utilisant la molécule Hl9 purifiée. 

- Les molécules Hl9 et LFA-3 sont présentes à la surface des 
monocytes mais aussi à la surface des lymphocytes T. Pour montrer le rale 
des molécules (Hl9 et LFA-3) présentes à la surface du monocytes lors de 
l'activation de la cellule par des anticorps CD3, nous avons utilisé un 
système ou des monocytes, préalablement incubes avec des anticorps anti- 
LFA-3 ou anti-H19, sont fixés à la paraformaldéhyde avant d'être ajouté aux 
lymphocytes T purifiés. Ces cellules T sont ensuite activées soit par des 
anticorps CD3 soit par des anticorps CD2 en présence ou en l'absence d'ILI. 
Dans ces condition on observe que : 

- en l'absence d'IL1 exogène, les monocytes traités par des anti-LFA-3 
ou des anti-Hl9 sont incapables de compléter l'activation des lymphocytes T 
via CD3 ou CD2. Ceci montre que ces deux molécules à la surface des 
cellules accessoires sont bien nécessaires à l'activation des lymphocytes T. 

Pour comprendre pourquoi les anti-H19, contrairement aux anti-LFA- 
3, sont incapables d'inhiber la prolifération induite via CD2 sur des cellules 
mononuclées du  sang périphérique (PBMC), nous avons observé l'effet 
d'IL1 exogène dans le système de monocytes fixes. En présence de faible 



quantité d'ILI, reproduisant le cas des lymphocytes totaux, les anti-Hl9 ne 
sont plus capables d'inhiber une prolifération induite via CD2 alors que les 
anti-LFA-3 sont toujours efficaces. 

En conclusion on peut dire que les molécules LFA-3 et H19, toutes 
deux impliquées dans le phénomene des rosettes et donc pouvant toutes 
deux être des ligands pour la molécule CD2, sont également nécessaires A 
l'activation des lymphocytes T. 

Ces travaux montrent outre l'existance d'un deuxieme ligand 
éventuel pour la molécule CD2, que l'interaction de cette molécule avec ses 
ligands (LFA-3 mais aussi H19) est nécessaire lors de l'activation des 
lymphocytes T via CD3. Ce résultat apporte une nouvelle évidence de 
l'interrelation entre les molécule CD3 et CD2 lors de l'activation du  
lymphocyte T. 

5.2  La molécule Hl9 est un deuxième ligand pour CD2. 

Récemment l'équipe du Pr. A. Bernard, en utilisant une lignée de 
cellules de hamster (CHO) transfectée soit avec le molécule LFA-3 (CD58), 
soit avec la molécule Hl9 (CD59) soit avec les deux molécules a pu mettre 
en évidence que (83): 

- la molécule Hl9 (CD59) est responsable de l'adhésion observée entre 
les lymphocytes T et les cellules CHO, CD59+. Le pourcentage de rosette 
observé est de 12 % environ. 

- Les cellules CHO, CD58+ se fixent sur les lymphocytes T par 
l'intermédiaire de la molécule LFA-3 et le pourcentage de rosettes obtenues 
est de 29 %. 

-Les cellules CHO transfectées avec les deux molécules CD58 et CD59 
forment jusqu'à 80 % de rosette avec les cellules T ce qui montre un effet de 
coopération entre ces deux molécules dans le processus de fixation aux 
lymphocytes T. 

D'autre part ces cellules de hamster transfectées avec différentes 
molécules ont été utilisées comme cellules accessoires pour compléter une 
activation des lymphocytes T médiée par des doses submitogéniques de 
PHA et d'ILI. Ces expériences ont montré une nouvelles fois le rôle direct 
de la molécule Hl9 (CD59) dans l'activation des lymphocytes T et l'effet 
synergique resultant de la présence des deux molécules CD58 et CD59 la 

surface des cellules accessoires. 



5.3. Les autres rôles de la molécule H19, la resistance aux 
attaques du complément. 

Les globules rouges humains expriment a leur surface des proteines 
permettant de les protéger des attaques du complément. La molécule CD59 
fait partie de ces molécules (84-86). Elle agit apparemment en inhibant la 
fixation de la proteine C9 sur le complexe C5b-8 (87). En effet, des anticorps 
dirigés contre la molécule CD59 sont capables d'augmenter la susceptibilité 
des cellules humaines aux attaques du complément (88,89,86). De plus, la 
reconstitution de globules rouges hétérologues ou d'érythrocytes humain 
déficients avec la molécule CD59 induit une résistance des cellules à la lyse 
par le complément (89,,87). De même, la transfection de cellules de rat avec 
la molécule CD59, les protège d'une attaque par le complément humain et 
que cette effet protecteur est inhibé par des anticorps CD59 (86). 

Ces résultats montrent donc que la molécule CD59, outre son rôle dans 
l'activation et l'adhésion des lymphocytes T sert à protéger les érythrocytes 
mais aussi les cellules nuclées d'une attaque du complément. Le rapport 
entre ces deux r6le tres différents n'est pas encore connu mais fait l'objet de 
recherche dans le laboratoire du Pr. A. Bernard. 

5.4. Structure de la molécule Hl9 

La molécule CD59 a été clonée et séquencée par deux groupes différents 
travaillant sur le complement. Le cDNA code pour une proteine de 113 kDa 
ce qui signifie que le poids moléculaire apparent en SDS-PAGE est due à des 
résidues glycosylés en N ainsi qu'à l'addition pos t-transcriptionnelle d'un 
résidu permettant de fixer les phosphatidyl-inositol. En effet la molécule 
CD59, comme d'ailleurs certaines formes de la molécule LFA-3, est fixée à la 
membrane plasmique par un inositol-phosphate. 

De plus la séquence de la molécule CD59 présente des homologies avec 
une famille de  proteines murines fixées a la membranes par des ponts 
inositol-phosphate, les molécules LY-6. Ces proteines sont également 
impliquées dans l'activation des lymphocytes T (33). Cependant la 
démonstration du  rôle des molécules de la famille LY-6 dans la protection 
vis à vis du  complément n'ayant pas encore été faite, on ne peut-être sû r de 
l'identité fonctionnelle de ces différentes molécules. 
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A 19-kDa HUMAN ERYTHROCYTE MOLECULE H l 9  IS  INVOLVED IN 
ROSETTES, PRESENT ON NUCLEATED CELLS, AND REQUIRED FOR T CELL 

ACTIVATION 

Comparison of t he  Roles of Hl9 and LFA-3 Molecules in T Ce11 Activation' 
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We have previously described a molecule o n  the  hibition as the  whole Ig molecule. excluding a n  ef- 
SRBC surface which, in addition t o  the  sheep equiv- fect via the  FcR. Moreover. purified preparations of 
a lent  of LFA-3, i s  involved in t h e  process of rosette the  H l 9  molecules also produced inhibition. Thus. 
formation. It i s  made of a single, 14- t o  19-kDa, the  signaling in which H l 9  and LFA-3 are  involved 
polypeptid chain, and  we termed th i s  molecule S14. i s  different: H l 9  is  involved in a signal t o  T cells 
We have now identified. on fhe h u m a n  E a molecule that  i s  required under al1 circumstances t o  comple- 
with a similar M, albeit somewhat higher (19 kDa). ment the  primary stimulus delivered via CD3 and  
The mAb against  H l 9  efficiently block autologous which i s  required to complement the primary stim- 
o r  homologous rosettes by binding t o  h u m a n  E. In ulus  delivered via CD2 only when no  IL-1 i s  avail- 
addition, purificd H l 9  molecules block rosettes able: LFA-3 is involved in a signal that  i s  always 
made with human  E a n d  SBRC in  a dose-dependent neCeSSary t0 complement the priInary stimuli deliv- 
mariner. The  ~ 1 9  molecule, like LFA-3, i s  net lim- ered via CD2 o r  via CD3. except when high amounts  
ited t o  the  E surface, but is a lso  present on many of rIL-1 a re  present. 
nucleated cells. including T cells and  monocytes. 
Moreover H19, like LFA-3. i s  required for  T ce11 
activation: when we çtimulated whole PBMC anti- T cellsaresurVeying, circulatingcells that interact wfth 
H l 9  blocked [H3]TdR incorporation triggered via many other celis. Thus. they display particular adhesion 
CD3, but net via CD2, in contrast  to anti-LFA-3 tha t  properties. The spontaneous formation of rosettes which 
inhibited activation via bath pathways. When a mk- occurs between human T cells and E frorn various spe- 
ture of highly purified T-PBL and autologous para- cies. includlng sheep and human. can be regarded as 
formaldehyde fixed accessory cells  (AC) w a s  cuiti- reflecting the physiologic events of ceIl adhesion (1-3). 
vated. anti-Hl9 o r  anti-LFA-3 mAb bound to AC The interaction between CD2-on the T ce11 side-and 
blocked T ce11 proliferation. When high amounts of LFA-3-on the RBC side-has recently been identified 
rIL-1 (100 U l d )  were added to purified T-PBL. no as a major event in determining rosette formation (4-8). 
AC were required to sustain their  proliferation upon LFA-3 is found extensively on nucleated ceils (9). The 
stimulation via CDS, contrary t0 stimulation via interaction between CD2 and LFA-3 has also been iden- 
CD3. When lower ~ . m O U . t s  of AL-1 (10 U/ml) were tified as  a mediating factor in the adhesion of thymocytes 
used. fixed AC werc still necessarY to sustain Pro- to thymic epithelial cells (1 0. 1 1). and cytotoxic T cells to 
liferation via CD2. In this lat ter  situation. anti-Hl9 theIr targets (12, 13). Because CD2 mediates T ce11 acti- 
mAb bound to AC could no  longer inhibit ceil vatlon ( 14. 1 5). t his molecule can be seen to play a central 
~rol i fera t ion* whereas t h e  anti-LFA-3 mAb w a s  still role in the control of T ceil adhesion/activatiori by inter- 
inhibitow- When T-PBL were stimulated via CD2 in acting with LFA-3 and maybe other ligands ( 1 1. 16. 1 7). 
t h e  presence of 100 Ulm1 of riL-1. anti-LFA-3 did net 1, addition to identifying the equivalent of LFA-~-  
induce a n y  inhibition. Thus  t h e  inhibitory effect of first described and termed ~1 l T ~  by ~ü~~~ (18-20), and 
anti-H19 and anti-LFA-3 bath be ac- termed S42 by Our group (21)-we have been able to 
'Ounted for by an effect On the AC Onlyv identify on the SRBC surface two other rnolecules in- 
and On the * F(ab')2 fragments volved in rosette formation (2 l).(betause monoclonal and 

produced the same pattern Of in- polyclonal antlbodles directed against these two mole- 
cules block rosettes. We have termed these molecules 

Recelved for publlcatlon November 29. 1988. S14 and S110-220. according to their M,: the first mol- 
Accepted for publlcation January 30. 1989. 
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with the hurnan cells. and did not allow characterization 
of the human rnolecule. In the present study, we raised 
mAb against the putative human counterpart of the 14- 
to 19-kDa rnolecule-we have termed H19-and we re- 
port on its biochernical characterization. its presence on 
nucleated cells and its role in T ce11 activation. We bring 
evidence that the H l 9  rnolecule frorn monocytes is re- 
quired to achieve T ce11 activation and have cornpared its 
role with the role of L F A - 3  on monocytes. 

MATERIALS A N D  METHODS 

Preparatlon of the antf-E mAb. Mlce from the Blozzl high re- 
sponder straln were lmmunlzed with four 1.v lnjectlons of 5 x 10' 
human RBC. at  2-wk Intervals. Spleens were collected 4 days after 
the last Injection. and fused with the NS1 plasmocytorna cell llne as  
prevlously descrlbed (22). Hybrtdorna supernatants frorn aged cul- 
tures were screened on the basis of Inhibition of T cell rosettes as  
descrlbed beiow. After cloning by two consecutlve llrnltlng dllutlon 
cultures. the hybrîd cells were lnjected 1.p. lnto nude rnice ralsed 
under germ-free conditions. and ascltes flulds were collected. The 
mAb were purlfled frorn ascites by HPLC (LKB Instruments-Phar- 
macla). with a DEAE colurnn (23). wlth a n  approprlate dlscontlnuous 
gradient for each mAb. Ten fractions contalning the actlvtty and a 
slngle H and L chaln band. a s  revealed by Comrnassie blue stalnlng 
of SDS-PAGE. were retalned and pooled. lsotype determlnatlons were 
perforrned after thls purlflcatton procedure by using imrnunodiffu- 
slon technique (24). and by analyzing sertal dlluttons of the rnAb 
preparations. Anttsera speclflc for class and subclass mouse tg were 
obtalned frorn Lltton Blonetlc Inc. 

In some experlments we used Fab or F(ab'), fragments of W6/32 
mAb prepared. respectlvely. with a papaln or pepsln dlgestton of 
purifled mAb. and recovered by HPLC a s  described elsewhere (25). 
We tested for absence of Fc fragments by ustng SDS-PACE and 
imrnunofluorescence assay. in which we observed a n  absence of 
labellng by uslng directly fluorescelnated proteln A. 

Other antlbodles used. The CD3 rnAb used were OKT3 (IgG2a: 
Ortho Diagnostlcsl. Leu-4 (IgG 1 : Becton Dicklnson). and X35 (IgG2a: 
generous gifts frorn Dr. Bourel. CTS Rennes. France). The CD2 
" T I  1,' (IgC2a) used in thls study was frorn our own laboratory, and 
dlsplayed al1 the cnterla that characterlze mAb belonglng to the 9.61 
TL 1,  group (1 5). rnAb CD2 'D66" (IgG2b) and 'GT2' (IgC2) were also 
from Our own laboratory (26.27). The CD18 'M232' rnAb (2a) 1s from 
Our own laboratory. and was lnvestlgated during the common studies 
of the Thlrd lnternatlonal Workshop on Human Leucocyte Dlffer- 
entlatlon Antlgens. 

Blochemfcal characterltatton o j  H l  9. The molecuie recognlzed 
by the mAb H l 9  was characterized by SDS gel electrophoresis after 
Imrnunoprec~pttation from NP-40 lysates of surface-labeled thymo- 
cytes or E. The technlques uaed have been extensively descrtbed 
elsewhere includlng mlnor modlflcatlons (28-30). 

Cell preparatlons and cultures. PBMC were lsolated by Flcoll- 
Hypaque denslty centrifugation. The method used to purlfy T cclls 
cornprised four steps and h u  already been descrlbed in detatl (27). 
Brlefly. the flrst step Lnvohwd the adherence of PBMC In plastlc 
culture dlshes and collection of non adherent cells. The second step 
was to rernove monocytes by pa88lng over a magnet of lron ingesting 
cells wlthln the non adherent cella. In the thlrd step. the fractlon of 
ceils that had not ingested carbonyl lron was wmhed and lncubated 
with L-leucine rnethy l ester [Slgma C h m l c l l  Co.). a procedure rhown 
to selcctively lyse acc-ry M I ~ S  (31). Plnally. in the fourth step. 
residual monocytes and B celb w c n  dlmlnated by treatlng them 
with rabblt C and a mlxture of CDwl4 'M02' and HLA-DR rnAb. 
After these procedures. the cell prepanttons were checked carefully 
for purtty. and the only preparatbns retained (>99% CD2-posltlve 
cells) were those whlch conulned no detetable  cells reactlng wlth 
the CDwl4 'M02" (generous gift from Dr. Schlossrnan] and HLA-DR 
antlbody (less than LOO0 cells on smears w e n  examlned rnlcroscop- 
lcally) and whlch showed no signlflcant 13HJTdR lncorporatlon when 
cultlvated with optimal concentrations of PHA or Con A. 

Monocytes were recovered a t  the adherence step of T cell purifl- 
catlon. and then further treated wlth CD5 'A50" mAb (32) plus C. 
Such preparatlons contalned 85 to 95% CDw14-M02, cells but no 
detectable CD2 or CD5 cells. and were unable to prollferate when 
cultlvated wlth niitogens. in some experiments. monocytes were 
flxed by treatlng them wtth 1% paraformaldehyde for 20 rnln at  
roorn temperature. Cells were then washed four times and were kept 
In RPMI at  4OC until 1 wk before use. although they could be kept 
for several weeks. Ce11 cultures were performed In 96-well culture 
plates a s  prevlously descrtbed (26). 
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Irnrnuno~uorescence assays. CellS were stalned wlth saturating 
amounts of mAb and staining was revealed (unless the reagent was 
directly fluoresceinatedl by affinity-purrfled FITC-conjugate goat 
antl-rnouse lg (Meloy Laboratories. Sprtngfleld. VA) as descrlbed 
prevlously 127). Cells were analyzed by using cytofluorometry [Ortho- 
Becton Dicklnson. System 50) as descrtbed elsewhere (25). The 
negatlve control used was taken from the sarne cell preparation. but 
stalned with ascltes contalnlng an irreievant antibody. 

T ce11 rosette formacton. E were collected weekly and kept in 
Alselver solution. Detailed procedures for collection. storage. and 
preparatlon of RBC. as well as treatlng them wlth P-arninoethyll- 
sothiuroniurn (Sigma) and neuraminidase (Behringwerke AG. Mar- 
burg. West Germany). rosette formatlon. and rosette inhlbltlon as- 
says have been descrlbed (27). Brlefly. blocking experlments werc 
performed a s  follows. RBC preparatlons were incubated with serial 
dllutlons of purlfled mAb or molecules. for 20 rnln at roorn ternper- 
ature. Next. the appropriate amount of nucleated cells was added 
and the rnlxture was centrtfuged and lncubated at the appropriate 
temperature(s1. Rosettes were counted a s  lymphocytes tlghtly bound 
to at least three RBC. In some experîrnents. elther RBC or lympho- 
cytes were pretncubated with mAb or molecule preparatlons. washed 
three tlmes wlth MEM-T rls + FÇS before allowlng the formatlon of 
rosettes. Each experirnent of rosette Inhibitlon was performed on at 
least five dlfferent occastons. 

Pur~ tca t ton  of H l 9  molecule. Batches were preparcd from 500 x 
109 lysed hurnan RBC. Membrane lysates were lncubated overnlght 
ont0 Sepharose bead-lmmoblllzed anti-Hl9 mAb (30 mg of HPLC 
purified antlbody. 3.5 ml of swollen beads). The imrnunoabsorbant 
columns were successlvely washed and the adsorbed H 19 molecules 
were then recovered by elutlons wlth 0.05 M dlethy@rnlne-deoxy- 
cholate (pH 11.50) as  descrtbed. The eluates were adjusted at pH 
8.30 by addtng 1 M Trls-HCl [pH 7.40) and next dlalyzed twtce agalnst 
50 mM Trls-HCl (pH 8.30). 2 mM lodoacetarnide. 1 mM PMSF. and 5 
rnM EDTA and flnally dlalyzed four times against PBÇ. In order to 
rernove any posslble contamlnatlon by mAb that could have been 
eluted from the Irnrnunoabsorbent column. the purifled preparations 
were subsequently afflnfty chromatogra~hed through a Sepharose- 
protein A column. To check thelr purlty. the preparations were 
labeled wlth '''1 by uslng the chloramlne T method and subjected to 
SDS-PACE. Preparatlons of purlfled E molecules used for -func- 
tlonal" assays were obtalned by resuspendlng the lyophillzcd mate- 
rial tn PM. and addlng three more steps of dlaiysis agalnst PM. 
T h ~ s  rnatertal proved to be nontoxic to the growth of lyrnphold ceIl 
llnes and produced no lysls of E. 

RESULTS 

mAb blockfng rosettes with human E. We lmmunized 
mice frorn the new Biozzi' selectlon of iiigh responders 
(22) with whole human E. a s  indicated in Materials and 
Methods. and looked for hybridomas whose superna- 
tants blocked rosettes between human E and thymocytes. 
We thus retalned two different clones that recognlze the 
same molecule. a s  revealed by full cornpetltive binding 
and sequentlal lmmunoprecfpftation (not shown). Anti- 
H 19 clone 1 1s a n  1gG2a; clone 2 is a n  lgG 1 as revealed 
by lrnrnunodlffusion expertments (not shown). 

Figure 1 dlsplays the biocklng actlvlty of the mAb on 
rosettes formed between human E and thyrnocytes and 
on autologous rosettes wlth PBL. In a flrst set of experi- 
ments. the mAb were added to the solcble phase in the 
presence of the two ce11 partners for rosettes (Flg. 1A). In 
a second series of experiments. the rnAb were prelncu- 
bated wlth either the human E or the thymocytes, which 
were then washed before the other ce11 partner was added 
and the rosettes allowed to form (Flg. 1,  6 and C). The 
patterns of rosette Inhibition were clearcut: the 2 mAb 
agalnst the H l 9  molecule blocked rosettes by bindlng to 
human E. Note that effective blockade was seen down to 
low amounts of antibody. although none of these anti- 
bodies proved a s  effective as the anti-LFA-3 mAb. in- 
cluded in these experiments for comparison. Autologous 
rosettes. performed wlth PBL and RBC frorn the same 
Indfvlduals. were also inhiblted (Fig. ID). When rosettes 
were formed with RBC from dlfferent animal species. in 
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Figure 1. mAb agalnst H l 9  inhibit T cell rosettes made wlth human 
E. mAb were purifled from ascites by HPLC and quantlfied by the Manclnl 
technique (24). (A) Human E (6 x 10') were incubated wlth human 
thymocytes (0.6 x 10') In 50 pl of P m .  containing the lndlcated amounts 
of mAb ant l -H l9  (A). antl-LFA-3 (O). control (m). for 10 min  at 4'C. 
followed by 10 min at  37°C and rosettes were then allowed to form. (8 )  
Human E were preincubated wlth the lndicated amountsof mAb. washed 
three tlmes before addlng human thymocytes and allowlng rosettes to 
form. ( C )  Thymocytes were prelncubated wlth the lndlcated amounts of 
mAb. washed three tlmes before human E was added and rosettes allowed 
to form. (0) lnhiblt lon of rosettes made wl th  human PBL and autologous 
E. 

partlcular sheep, no blocklng was observed. lndlcatlng 
that the epltope(s) detected 1 s  pecullar to human mole- 
cules (not shown). 

Tissue distribution of the molecule involved in autol- 
ogous rosettes: its presence on the T ce11 surface. Sig- 
nlflcant and ldentlcal reactivity in lmmunofluorescence 
with human RBC was seen with the two mAb agalnst 
H19. Treatment of human E with neuramlnidase or 2- 
arnlnoethylisothiuronium dld not lncrease the reactivity 
of the two anti-Hl9 mAb. 

The reactivtty patterns of the two antl-Hl9 mAb with 
various nucleated cells are dlsplayed ln Figure 2. Inter- 
estingly, the Hl9  molecule was present on T cells and 
mon&$es. but was not detected on B-PBL. It was de- 
tected on a subpopulatlon of granulocytes. The presence 
of the molecule. however. 1s not limited to leukocytes. 
because nonhemologlc cell lines also carry thls molecule. 
The active synthesls of Hl9  by T ceils was demonstrated 
by treating T cells wtth trypsin. which completely de- 
stroyed the molecule. These molecules were then reex- 
Pressed after culture (not shown). 

The M, of the molecule involved in aut~logous ro- 
settes. The M, were assessed by irnmunoprecipltation 
and SDS-PACE of '2sI-surface labeled human E and hu- 
man thymocytes. A single broad band extendhg from the 
19-kDa up to the 26-kDa regton, was revealed by PACE 
Performed either under reduclng or under nonreducing 
conditions (Flg. 3). 

Purification of HI 9 molecule: effects of purvied mol- 
ecules on rosettes. Hl9  was purifled by mAb immunoaf- 
f l n l t ~  chromatography from lysates of human RBC. Hl9 

LOG FLUORESCENCE 

HRBC Thymocyles 

Figure 2. Fluorescence histograms obtalned after staining cell popu- 
lations with mAb agalnst H l 9  ( H l 9  clone 1. t2a). T cells were purifled 
and controlled as descrlbed In Materlals and Methods. B cells or mono- 
cytes were lnvestlgated after sortlng out mononuclear cells whlch dld not 
form rosettes. These cells were f lrst gated on the scattergram (narrow vs 
rlght angle scatters) and fluorescence was then measured In the appro- 
priate wlndows. Reactlvity w l th  granulocytes was assessed ln a slmilar 
way. by uslng the whole of the leukocyte population. Controls I n  these 
experlments included a p a n 4  (CD20 'BI "1. a pan monocyte (CD14 'MO23. 
and a pan granulocyte mAb (CD15 '80H5'). These revealed more than 
95% pure cell preparatlons. Actlvated T cells were 3-day T-PBL cultlvated 
wlth PHA or Con A. or 6-day T-PBL In  MLC: al1 of these cell populations 
gave simllar histograms. 

purlfied by this procedure proved to have no detectable 
contaminant by migration on SDS:PACE as lnvestigated 
by autoradiography or by silver staining of the gels (Flg. 
4A). Both procedures revealed a broad band slrnllar to 
the band obtalned by lmmunoprecipltatlon of '2sI-s~r- 
face-labeled E. A~proximately 30 g of purified rnaterial 
were recovered frcm 500 x log RBC. 

Varlous amounts of purtfled molecules were prelncu- 
bated with thymocytes. Thls abolished rosettlng wlth 
human and sheep E in a dose-dependent fashlon (Flg. 4. 
B and C). Because anti-Hl9 rnAb did not block rosettlng 
wlth SRBC. it was possible to test the speclficlty of this 
inhlbitlon by addlng anti-Hl9 mAb to the purifled Hl9 
preparation. Thls abolished the capaclty of the H19- 
purifled preparation to inhlbit rosettes (Fig. 4C). Other 
controls lncluded incubation of buffer wlth mocked elu- 
tlon of the lmmunoaffinity column and a purified prep- 
aration of glycophorin molecules. 

The effects of anti-Hl9 mAb on T cell activation. 
Because H19. llke LFA-3.1s present on T cells and mono- 
cytes. and as  anti-LFA-3 mAb block T ce11 activation and 
cytotoxiclty, lt was of interest to see whether the anti- 
Hl9 mAb would also interfere with T ce11 actlvities. This 
proved to be the case. We found that one of the two mAb 
against Hl9 (clone 1. IgG2a) had a blocklng effect on 13H] 
TdR Incorporation by whole PBMC. Thls effect was llm- 
ited. however. to stlmulation by a CD3 mAb (Fig. SA). No 
lnhibltory effect could be detected when PBMC were stim- 
ulated by vartous mltogenic pairs of CD2 mAb. even when 
used ln suboptimal amounts. nor upon stlmulation wlth 
lectins or allogeneic cells. regardless of the amount of 
antl-Hl9 rnAb added (Fig. SA). To exclude that the inhl- 
bttion exerted by the anti-Hl9 rnAb could have been due 
to Its havtng a partlcular abllity to compete for the mon- 
ocyte FcR (thls is a n  IgG2a antlbody) we have stimulated 
whole PBL wlth IgGl CD3 mAb. The result observed was 
a potent lnhlbltory effect (not shown). Finally. Fab and 
F(ab')= fragments of the anti-Hl4 clone 1 (IgG2a) pro- 
duced the same pattern of inhlbitlon according to the 
stlmulus used as  the whole Ig with the sarne intensity on 
a molar concentration basis (Fig. SA). 
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FigureJ .  Molecuiar welght study or H19.  deter- 
mined by lrnrnunopreclpitatlon followed by SDS-PAGE 
alter surface labellng. ( A ]  Irnrnunoprecipitatlons from 
hurnan E. R Tor reduced. N R  for nonreduced. gel at 
10%: lanes A and E. lrnrnunoprecipitation with a n  Ir- 
relevant mAb: lanes 6 and F.  lrnmunopreclpitatlon 
wlth a n  anti.glycophorln mAb: lanes C and C. lmmu- 
noprecipitation with a n  ant l -LFA-3 mAb: lanes D and 
H.  lmmunopreclpltation wlth the a n t l - H l 9  rnAb. ( 6 )  
Irnrnunoprecipitations Crom hurnan thymocytes. gel at 
10%: lane A. Irnrnunoprecipitatlon with the CDw29 
"K20'  mAb as a positive control of hlgh mol wt: lanes 
B a n d  D. lmrnunoprecipltation with a n  lrrelevant mAb: 
lanes C and E. imrnunopreclpitation wlth a n  ant l -H l9  
mAb. 

R A -%- 
NR 6 R NR 
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None of the rnAb against Hl 9 was found to block CTL. 
raised against allogeneic cells, at their effector phase (Flg. 
5A). These experirnents also included tests measuring 
the effects of an  anti-LFA-3 or a CD18 mAb ("M232") for 
comparison. As previously described (9, 33). these anti- 
bodies. contrary to anti-H19, inhibited al1 the T ce11 func- 
tions tested. 

The target cell of the inhibitory activity of anti-Hl9 
and  anti-LFA-3 rnAb. Because monocytes are required 
in order to achieve T ceIl stimulation and as the Hl9 and 
LFA-3 molecules are present both on the T-ce11 and mon- 
ocyte surfaces. Our next step was to investigate which 
ceIl type anti-Hl9 and anti-LFA-3 mAb act upon. To 
achieve this. we extensively purified T cells and mono- 
cytes and have incubated the rnAb first with the mono- 
cyte population: these sensitized cells were then fixed 
with mild paraformaldehyde treatment. and rnixed again 
with the autologous T cells for stimulation in culture. 
The mAb against the Hl9  rnolecule continued to exert a 
potent fnhibttory effect when these ce11 preparations 
were stirnulated by CD3 rnAb of different isotypes (Fig. 
5B). In addition. a clear inhibition of T ce11 actlvation via 
CD2 was seen. irrespectlve of the CD2 rnAb pair (Fig. 
5B). However. there was still no inhlbitlon observed when 
these ceIl preparations were stimulated wtth lectins (not 
shown). Thus we can conclude that the anti-Hl9 mAb 
exerted a potent inhibitory effect via the monocyte mol- 
ecuie. The same experiments were perforrned with the 
anti-LFA-3 mAb. which shows similar results and led to 
similar conclusion. 

In a second series of experiments with the sarne cellular 
system. the effects of anti-Hl9 and anti-LFA-3 were 
measured in the presence of riL-1 (Fig. 5Cj. We had 
previously shown that. in the presence of 100 U/ml of 
rIL- 1. no AC3 is required to achieve proliferation of puri- 
fied T-PBL stirnulated via CD2 contrary to stimulation 
via CD3. When lower arnounts of rIL-1 are added (10 U/ 
ml). however. fixed AC are stili necessary to sustain a 
plenary level of proliferation both via CD2 and via CD3 
(Fig. SC). In this latter situation. namely with 10 U of rIL- 

' Abbrevlatlon used ln thls paper: AC. accessory cell. 

1. it can be seen from Figure 5C that the anti-Hl9 mAb 
bound to AC could no longer inhibit T ceIl proiiferation. 
whereas the anti-LFA-3 mAb still induced a significant 
inhibition. These results are consistent with the results 
we had by stimulating whole PBMC in the presence of 
the anti-Hl9 or anti-LFA-3 mAb added in the soluble 
phase (see above and Fig. 5A) .  Finally. the effects of anti- 
Hl9 and anti-LFA-3 mAb were assayed on purified T- 
PBL stimulated via CD2 in the presence of 100 U/ml of 
rIL-1. This resulted in no inhibition (Fig. SC) arguing that 
no inhibitory effect of the mAb are due to an action on 
the T ce11 molecules. Thus. the whole results obtained 
can be explained by an  effect on the AC molecules only. 
Overall. these results also show that LFA-3 and Hl9 are 
not invoived in the sarne signaling of AC to T cells. 

Note that controls used in the above experiments dern- 
onstrated no detectable elution of the mAb frorn the 
accessory ceIl surface. neither under immunofluores- 
cence nor in terms of functional interference with T ce11 
proliferation. 

Purqied Hl9 molecules block T ce11 activation. Be- 
cause purified Hl9 molecules could block rosettes. by 
binding to a putative ligand on the T cell. and as  we have 
concluded that the Hl9  rnolecule from AC contribute to 
activate T cells by binding to a putative ligand on T cells. 
we sought to determine whether purified H 19 molecules 
could interfere with T cell activation triggered by various 
stimull. Figure 6 shows that purlfied preparatlons of Hl 9. 
when added to culture of whole PBL, or mixture of T-PBL 
with autologous fixed monocytes. did block actlvation via 
CD3. but not by mitogenlc lectins or allogeneic cells there- 
fore producing the same pattern of inhibition than the 
mAb. By comparison. rnocked purified preparations of 
Hl9 or purified glycophorin molecules had no effect. 

DISCUSSION 

The present work defines in humans an additional 
molecule involved in the rosette phenomenon. We entered 
upon this study after previously describing a similar 
molecule on the sheep E surface, that we had termed S14 
(21). After irnmunizing mice with human E, we obtained 
2 rnAb that block rosettes with human RBC (including 
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FIgure 4. Purlflcatlon of the Hl9 rnolecules and lnhibitlon of rosettes 
with the purifled Hl9 rnolecule. Hl9  was purified by irnmunoafflnity 
chrornatography from hurnan RBC lysates as descrlbed. (A]  Autoradlog- 
raphy of SDS-PAGE of the Hl9 preparatlon after 'a'I-labellng: lane 1 .  a 
lysate of sheep red cell was nin on the antl-Hl9 column as  a negatlve 
control: fane 2. trnmunopurlflcation of a lysate from human red cells: 
lane 3. the purlfled materlal was relmmunopreclpltated wlth the antl- 
Hl9 rnAb. (8) Rosettes between thymocytes and hurnan red blood cells 
ln the presence of Hl9  purifled molecules (A) glycophorln molecules 
purified under the sarne condttlons (m) and an antl-CD2 mAb (O). (C) The 
sarne experiment was performed with rosettes made wtth sheep red blood 
cells: Hl9 purlfled preparatlon (A) and Hl9 purifled preparatlon plus 
antl-H 19 rnAb (m). 

rosettes made with autologous cells) and react with a 
molecule that has a M, similar. albeit somewhat higher 
than S14. The human molecule is immunoprecipitated 
a s  a single broad band. on gels performed both under 
reducing and nonreducing conditions. extendlng from a 
neat lower limit located in the 19-kDa region and up to 
the 26-kDa region. Preliminary experiments indicate that 
this heterogeneity is due to the glucidic moiety. Further 
work is now in progress to ascertain the equivalence with 
S14 and the degree of conservation between both species: 
this includes the sequences of the N-terminal amino-acid 
residues and the cloning and sequencing of their genes. 

Our data show that numerous molecules are involved 
rosette formation including LFA-3 (a heavily, glycosi- 

lated 45 to 66-kDa molecule (34). H19. CD2. and E2 
(single 32-kDa chain), that we have recently described 
(351. We had also detected. on the surface of SRBC. a 
heavy molecule made of two different polypeptide chains 
(SI 10-220) but was not detected on human RBC so far  
(211. Strikingly. some of these molecules appear to be 

present oniy on the T ce11 surface: CD2 or E2: others are 
present on both ce11 partners for rosettes: LFA-3 and 
H19. The fact that several rnolecules are involved in 
rosette formation should not corne as a surprise in view, 
for instance. of the indications recently collected by sev- 
eral groups showing that CD2 would have several ligands 
(2. 16. 21). The question is raised. however. as to the 
exact rnechanisrns of interactions between CD2 and the 
rnolecules located on the RBC surface. Note that the T 
ceIl ligand for Hl9 is also involved in rosetting with 
SRBC. because purified Hl9 rnolecules inhibited rosettes 
made either with human or sheep rosettes. On the other 
hand, the question is raised as  to the significance of the 
same rnolecules being present on both sides of the ce11 
partners for rosettes and whether homophilic Interac- 
tions might also take place. a property that is not uncom- 
mon to adhesion molecules (30). More generally. because 
the interaction between CD2 and LFA-3 1s of a suffl- 
ciently high affinity to account for rosette stability (32. 
36). it can be speculated as  to why so many molecules 
are involved in rosette formation and whether the com- 
plex interactions that must occur would regulate the 
pattern of T ce11 adhesion to other cells (13). 

Indeed the Hl9  molecule, like the human LFA-3 mole- 
cule or its sheep counterparts (37) Is present on nucleated 
cells. including T cells and monocytes. Like the LFA-3 
molecule. the H 19 molecule participates to T ce11 activa- 
tion. Yet from our experiments, we conclude that both 
rnolecules. although obviously mediating adhesion are 
engaged in different patterns of T ce11 interaction with 
other cells. 1) Contrary to anti-LFA-3, we could not evi- 
dence a blocking effect of the anti-Hl9 mAb on the CTL 
killing of a H19' target cell. This difference is probably 
not due to the particularities of the anti-Hl9 mAb we 
have obtained because the same patterns of inhibition of 
T ce11 activation. according to the stimulus used. were 
seen both with the mAb and the purified molecule. Given 
that both anti-Hl9 and anti-LFA-3 mAb fully inhibit 
rosettes. one sees that these results reflect differential 
involvement of H 19 and LFA-3 in T ce11 adhesion proc- 
esses. 2) Our comparative study of the effects of antl- 
Hl9  and anti-LFA-3 mAb shows that the inhibition they 
exert on T ce11 activation can be accounted for by an 
effect on the AC molecules only. and we have collected 
no evidence for a n  effect on the T ce11 molecules. Yet. 
LFA-3 and Hl9  appear to be engaged in different signals 
delivered by AC to T cells. 

This was evidenced by activating T-PBL with various 
mitogenic stimuli and by using either live or fixed mono- 
cytes (AC), precoated with anti-LFA-3 or anti-H19. Note 
that these results were observed also with a F(ab')2 frag- 
ment of anti-Hl9 mAb exciuding that at  least part of the 
functional effect rnight have been due to interaction with 
the FcR. a possibility that is also excluded by the inhibi- 
tion observed with the purified molecule. 

These data are quite consistent with the known differ- 
ential characteristics of T ce11 activation via the CD3 or 
the CD2 molecules. and in particular with the conclusion 
that a "hierarchy" of signaling is delivered to T cells by 
these various stimuli (26. 37-44). Schematically. a CD3 
mAb added in the soluble phase delivers a 'poor" activa- 
tion signal. which therefore requires maxlmal comple- 
mentary signals from the AC, and cannot be comple- 
mented by soluble IL-1 alone contrary to the CD2 signals. 
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Figure 5. lnhiblt lon of T ce11 activation by  the ant l -H l9  (clone 1 (y2a) and Its Ffab'). fragment mAb: comparlson wlth the effects of anti-LFA-3 
mAb. Note that suboptlmal amounts of mitogenic CD2 mAb palrs were used to detect a n  inhibltory effect of antl-Hl9. which was not round when 
whole PBMC were used. (A) lncreaslng amounts of mAb H19. added as a whole Ig (A) or as a F(abV]. fragment (A). antl-LFA-3 (ml. or CD18 'M232' 
(r2all.) lncluded as a posltlve control were added to cultures of whole PBMC. lncubated wi th  1) optlmal amounts of allogenetc celis. in terms of IOH) 
TdR lncorporatlon at day 6. controls gave 150 x IO0 cpm: 21 with suboptlmal amounts of PHA (0.1 g/ml). controis gave at day 3. 60 x 10' cpm: 3) 
wlth suboptlmal amounts of the CD2 mAb palr CT2 + T l  I ,. controls gave at day 4. 80 x 105 cpm: no lnhtbltlon was seen when whole PBMC were 
stimulated by the CD2 mAb pair D66 + T l  1, (not shown): 4) the H l 9  mAb were also lncubated with the mixture of effecior cytotoxtc T cells and therr 
speciflc. "Cr-labeled target cells (PHA blasts from the donor of stlmulatory cellsl In a 4-h assay no lnhiblt lon could be detected: 5) w l th  suboptlmal 
amounts of Con A (1 g/ml). controls gave at day 3. 50 X IO3 cpm: 6) with optlmal amounts o f  a CD3 mAb T3." controls gave at day 4. 55 x 10' cpm. 
(8 )  T cells were extenslvely purlfled from peripheral blood. so that no response was obsewed when they were cultlvated wlth PHA. Purlfled autologous 
monocytes were incubated wl th  antt-Hl9 or anti-LFA-3 mAb as Indlcated and subsquently flxed by mtld paraformaldehyde treatment (fAC-Hl9 
mAb and (AC-LFA-3 mAb. respectlvelyl. 80th cell types were cultlvated together In the presence of optimal amounts of CD3 or CD2 mAb palr D66 + 
T l  1, or CTZ + T l  11. IJHITdR lncorporatlon was rneasured by day 3 (CD31 or by day 4 (CD2 stlmulatlon). Note also that controls in these expcrtments 
demonstrated no detectable elutlon of the mAb from the accessory cell surface. either under lmmunofluorescence or I n  terms of functlonal Interference 
wlth T cell prollferatlon. (Cl Purffled T cells were cultlvated wi th  10 or 100 U of r l t - 1  (generous gift from the Claxo research group) alone wl th  
stimulatory m A b  ln the presence or not of flxed autologous monocytes: IL- 1 was added at  the Initiation of the cultures. 

Mltogenlc lectins and allogeneic cells would directly de- that 1s necessary to complement any mitogenic signal. 
liver to T cells more signals that require from AC the even though soluble IL-' is In reasonable quantltles (10 
LFA-3. but not the H l 9  molecules. In brtef. we conclude U/ml]. whereas the Hl9 molecule 1s required for the 
from Our experiments that the LFA-3 molecule from AC delivery of a signal that 1s "always" necessary upon sttm- 
is required for the delivery of a complementary signal ulation via CD3. and required only. upon stimulation via 
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Figure 6. Inhlbttlon of T cell actlvatlon by purified H l 9  molecules. An 
,iliquot of O. 1 g of the purifled H l 9  preparatlon has been added per ml of 
culture medium. and PBL were stlmulated by a CD3 mAb. PHA. or 
.lilqeneic cells under the conditions descrlbed In Figure SA. Control 

were performed wlth the same amount of a purified preparatlon 
ofglycophorin or wlth the same volume of a mocked purlflcatlon of Hl9.  

CD2. when no soluble IL-1 is available. Regardlng the 
stimulation via CD2. Our conclusion is consistent with 
the previous observation that SRBC induce T ce11 activa- 
tion with submitogenic amounts of a CD2 pair of mAb 
(Tl 1, + Tl la) (2). an effect which can also be produced 
by the purified LFA-3 molecule (16). Regarding the stim- 
ulation via CD3, our conclusion also fits with the obser- 
vation that mouse cells expressing human LFA-3 can 
induce significant 13H]TdR incorporation by purified T- 
PBL in cooperation with a CD3 mAb (17). We show here 
that maximal proliferation require an additional inter- 
action involving H19. If one sticks to the view that LFA- 
3 would be the unique T ce11 ligand for CD2. one must 
admit that the CD2 molecule is required for activation by 
a CD3 mAb. This underllnes the "functional" interactions 
occurring between both molecules (45-49). 

More generaliy. our data contributes to identify an 
array of surface molecules (50. 5 1 )  invoived in the coop- 
eration of T ce11 with accessory cells to triggcr and to 
control T ceIl activation. 
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C] CD44, une molécule impliquée dans le homing, dans des 
systèmes d'adhérence et dans l'activation des lymphocytes T 

La molécule CD44 a été impliquée dans de nombreuses fonctions liées 
au système immunitaire. Elle s'est appelée Pgp-1, p80, Hermes, ECM-III et 
HUTCH-1 avant que l'identité de ces différentes molécules soit acceptée. On 
lui a reconnu une fonction dans le homing et dans l'adhésion cellulaire soit 
avec d'autres cellules, soit avec la matrice proteique extra cellulaire. 
Finalement comme d'autres molécules d'adhésion (CD2, VLA-4, LFA-1) 
elle est impliquée dans la régulation de l'activation des lymphocytes T. 

1. La migration des lymphocytes, les récepteurs du homing 

Bien que les tissus lymphoïdes soient dispersés au sein de l'organisme 
ils sont reliés entre-eux par deux réseaux vasculaires : le système sanguin et 
le système lymphatique. Les cellules du système immunitaire sont mobiles 
et circulent à l'intérieur de l'organisme, quittant le sang pour un organe 
lymphoïde et revenant ensuite dans le sang (90,91). Ce transit des cellules au 
sein des différents compartiments d u  systeme immunitaire permet 
l'homogénéisation de la réponse immune. 

01.1. La migration des cellules se fait de façon sélective 

Tous les lymphocytes matures au repos de l'organisme peuvent 
circuler et atteindre n'importe quel organe lymphoïde. Cependant cette 
circulation des cellules ne se fait pas au hasard et certaines sous-populations 
cellulaires se dirigent préferentiellement vers l'une des nombreuses zones 
lymphoïdes d e  l'organisme. Ainsi les lymphocytes B migrent 
préférentiellement dans les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses, 
alors que les lymphocytes T migrent surtout dans les ganglions lymphoïdes 
périphériques (92). Cette différence se retrouve également parmi différentes 
sous-populations cellulaires T (93). 

Si la migration des lymphocytes au repos se déroule au sein de tout 
l'organisme, ce n'est pas le cas des cellules effectrices ni certainement des 
cellules mémoires spécifiques d'un antigéne. Une fois activée dans un 
endroit précis de  l'organisme, les cellules retourneront spécifiquement dans 
les zones où s'est déroulée la reconnaissance antigénique. Par exemple, des 



lymphocytes activés prélevés dans les ganglions périphériques retournent 
principalement dans des ganglions périphériques et pas dans les plaques de 
Peyer et des lymphocytes prélevés dans l'épithélium de l'estomac se 
dirigent exclusivement dans les organes lymphoïdes associé au système 
digestif comme les plaques de Peyer (94). Ces résultats ont conduit l'équipe 
de Butcher E.C. a formuler un modèle où il existerait à la surface des 
lymphocytes deux récepteurs apparentés, l'un se fixerait dans les plaques de 
Peyer et l'autre serait spécifique des ganglions périphériques (cf infra). 

a1.Z La reconnaissance des cellules endothéliales. 

Pour pénétrer à l'intérieur des tissus lymphoïdes, les lymphocytes 
présents dans le sang doivent franchir l'endothélium des vaiseaux (sauf 
dans la rate ou les artérioles se terminent dans le parenchyme n'empêchant 
pas l'écoulement des cellules). Ce phénomène d'extravasation se déroule au 
niveau de zones spécialisées des veinules post capillaires présentant un 
endothélium formé de cellules très hautes d'où le nom donné par les 
anglo-saxon à ces zones : "High Endothelial Venules" ou "HEV" (nom que 
nous conserveront par simplification) (95). Ces veinules servent à fixer les 
lymphocytes et leur permettent de franchir la barrière endothéliale. De 
nombreuses études in vivo et in vitro ont montré que les lymphocytes 
circulants se fixaient presque exclusivement au niveau des HEV. Ces études 
ont permis de  montrer que les HEV étaient les portes d'entrée des 
lymphocytes dans les tissus lymphoïdes et suggèrent que les différences 
dans le choix d'un organe lors de la recirculation des cellules est due à une 
affinité plus grande pour un type de HEV (96). Suivant les organes, les 
cellules de l'endothélium formant les HEV doivent exprimer à leur surface 
des ligands différents (les addressins) reconnus par des récepteurs présent à 

la surface des lymphocytes et appelés récepteurs du "homing". 

e1.3. Les récepteurs du homing 

Des études utilisant des anticorps monoclonaux ont permis 
d'identifier des molécules présentes à la surface des lymphocytes et 
interagissant avec les cellules endothéliales des vaisseaux (cf table). 
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--------- 
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80-90 kDa 
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Chez la souris, l'anticorps MEL-14 permet de définir une molécule 
d'environ 90 kDa, présente uniquement sur les lymphocytes, et qui se fixe 
exclusivement sur les HEV des ganglions périphériques. Chez l'homme, les 
anticorps de la famille Hermes permettent de définir une molécule de 90 
kDa présente à la surface de nombreuses cellules et impliquée dans la 
fixation des lymphocytes sur les veinules post-capillaires. De pluq les 
anticorps Hermesl .et MEL-14 sont aossr6actifs ce qui laissait penser que ces 
deux mol4cules étaient voisines. En fait ces deux molécules, à présent 
clonées et séquencées sont très diffbrentes (101). La molécules humaine (en 
fait la mol4cule CD44) présente une homologie avec les proteines fixant le 
cartilage (102,103) alors que la molécule reconnue par MEL-14 fait partie de 
la famille des LEC-çAM (pour lectin-epidermal growth factor-complement- 
Ce11 Adhesion Molecule) qui sont des molécules présentant 3 domaines : un 
domaine lectine (la molécule MEL-14 fixe le mannosa-&phosphate), un 
domaine homologue B I'EGF et un domaine d'homologie avec les proteines 
capables de fixer le complement notamment C3 et C4 (104). 

Rdcemment, le description de la fixation de la molécule VLA-4 (d 
infra) sur les HEV des plaques de Peyer de la souris apporte encore un 
élemeht compliquant le shéma simplificateur de 2 rdcepteurs du homing 



apparentés se fixant soit sur les veinules des ganglions mésentériques soit 
sur les veinules des ganglions périphériques. On s'oriente A présent vers un 
shéma oiî des molécules présentant des potentialités multiples (comme 
VLA-4, LFA-1 et CD441 sont utilisées pour diriger la circulation 
lymphocytaire au sein de l'organisme. 

'2. La molécule CD44, une molécule aux potentialités 
multiples. 

2.1. Les différentes recherches sur la molécule CD44 

La molécule CD44 a été décrite pour la premiere fois par Dalchau et 
coll. (1 05) en 1980 comme une molécule humaine reconnue par l'anticorps 
F10-44-2. Cette molécule était présente sur les lymphocytes T, les 
granulocytes, certaines cellules du cerveau et les thymocytes corticaux 
(105,106). Le gène codant pour cette molécule a ensuite été placé sur le 
chromosome 11 (107). 

En 1981, une glycoproteine de surface de 80 kDa présente sur les 
cellules 3T3 de souris mais aussi sur les macrophages et les granulocytes est 
appelée par Hughes et ses collaborateurs (108-110) P g p l  (pour phagocytic 
glycoprotein -1). 

En 1982, cette molécule fut identifiée par Trowbridge et al. sur les 
lymphocytes et sur certains thymocytes murins (111-114). Elle pris le nom de 
Ly24 et il fut possible d'identifier chez la souris deux alleles nommé Ly24-1 
et Ly24-2. La même année, Carter décrit une molécule de 90 kDa à la surface 
des fibroblastes humains et associée au cytosquelette (115,116). Cette 
molécule est également capable de fixer le collagène de type 1 et de type VI 
ainsi que la fibronectine. Cette proteine fut appelée ECM-III (pour 
Extracellular Matrix Receptor type III. 

En 1983, B. Haynes et coll. décrivent 2 anticorps monoclonaux appelés 
A1G3 et A3D8 qui reconnaissent la surface des globules rouges et des 
lymphocytes T humains une molécule de 80 kDa. L'expression de cette 
molécule sur les érythrocytes et sur 30% des monocytes est régulde par le 
gene autosomal dominant de l'inhibiteur du Lutheran. D'autre part comme 
la molécule reconnue par l'anticorps F10-442, cette molécule est présente à 

la surface des thymocytes corticaux et son gene se situe sur le chromosome 
11 (117-119). 



Ensuite Letarte et Telen (120,121) montrent que cette molécule est 
également présente à la surface des lymphocytes B et que les anticorps A3D8 
et A1G3 se fixent sur les lymphocytes B. En fait seul, parmi les lymphocytes 
B, ceux présent dans les centres germinatifs des ganglions ne sont pas 
marqués par ces anticorps. 

En 1986 Jalkanen décrit la série des anticorps Hermes qui reconnaissent 
un récepteur du homing de 80 kDa (122,123) et Gallatin décrit une molécule 
p90 nommée HUTCH-1 qui se fixe sur les endothélium et dont l'expression 
augmente à la surface des lymphocytes T après activation.(l24) 

Finalement à la 3" Workshop sur les antigènes de différentiation 
leucocytaire cette molécule pris le nom de CD44 (125). 

2.2. Structure de la molécule CD44 

La molécule CD44 posséde un corps proteique de 37 kDa sur lequel se 
fixent des polysaccharides fixés sur des résidus N ou O qui donnent à la 
molécule son poids moléculaire final de 80-90 kDa. Cette molécule est 
également capable de fixer des chondroitines sulfate ce qui donne une 
forme de 180-200 kDa. Le géne de la molécule CD44 a été cloné et séquencé 
par deux équipe différentes (102,103). La séquence polypeptidique montre un 
partie intracytoplasmique de 23 acides aminés. Juste au dessus de cette 
partie, un domaine de 150 AA présente de nombreux site de glycosylation 
tant sur les résidus O (Sérines et Thréonines) que sur des résidus N (motif 

Sérine-Glycine) qui sont également les sites de fixation des chaines 
chondroitin sulfate. La partie N terminale de la molecule CD44 présente des 
homologies avec les proteines fixant le cartilage du poulet et du rat. Ce 
domaine servirait'aux interactions proteine-acide hyaluronique ou à la 
fixation du  collagéne. 



2.3. Les rôles de la molécules CD44 

Nom de la 
molécule ou de 
l'anticorps 

ECM-III 

Hermes, recepteur 
d u  homing 
HUTCH-1 

Fonction Réference 
S 

............................. _----__ 
Marqueur de maturation T, présent sur de 96,105 
nombreuses cellules et dans le plasma, 
molécule porteuse des antigènes du 
groupe sanguin luthéran 
Molécule présente sur les monocytes et les 108,112 
fibroblastes et servant à la diapédèse. 
Exprimée sur les précurseurs des cellules T 
Molécule de surface associée au 115,116 
cytosquelette et fixant le collagène et la 
fibronectine 
Molécule présente sur les érythrocytes et 117- 
les monocytes dont l'expression est 119,126 
régulée par l'inhibiteur du Luthéran. 
Marqueur de différentiation thymique. 
Molécule servant à l'adhésion et 
l'activation des cellules T 
molécule de cellule B présente sur d'autres 121,122 
cellules 
Molécule servant à la fixation des 122,123 
lymphocytes sur les HEV 
Molécule servant A la fixation des 124,127 
lymphocytes sur les cellules endothéliales 
surexprimée lors de l'activation 
Molécule servant à l'adhésion et 126,128 

l'activation des cellules T 
Molécule servant à l'adhésion et 47 
l'activation des cellules T 

............................. ------- 

Comme on le voit sur ce tableau, les rôles de la molécule CD44 sont 
multiples. Comme molécule d'adhésion, elle est capable de se fixer aussi 
bien sur les proteines de la matrice extra-cellulaire comme le collagène ou la 



fibronectine, que sur les cellules endothéliales des vaiseaux au niveau de 
molécules appelées addressines (129). D'autre part comme nous l'avons 
montré, ainsi que d'autres équipes, la molécule CD44 est impliquée dans 
l'activation des lymphocytes T 

*3. La molécule CD44 et l'activation des cellules T 
-résumé de l'article 2 

Lors de nos recherches d'isolement d'un anticorps monoclonal dirigé 
contre les globules rouges et permettant de moduler l'activation des 
lymphocytes T, nous avons isolé un anticorps monoclonal, nommé P245, 
dirigé contre une molécule de 90 kDa présente à la surface des erythrocytes, 
des lymphocytes T et B, des thymocytes matures, des monocytes et d'une 
partie des granulocytes. Des expériences de compétition de fixation et 
d'immunoprécipitation séquentielle nous ont permis de montrer que cet 
anticorps se fixait sur la même molécule que les anticorps A1G3 et A3D8 
décrits par B.F. Haynes et coll. et reconnaissant une molécule pouvant 
servir de marqueur de différenciation thymocytaire. Lors de nos études de 
marquages immunohistochimiques de coupe de thymus, nous nous 
sommes rendu compte de la similitude des marquages obtenus avec cet 
anticorps avec ceux décrits pour l'anticorps MEL-14 qui chez la souris 
reconnait un récepteur du homing. Et en effet, cet anticorps est capable 
d'inhiber la fixation des lymphocytes sur les veinules post-capillaires des 
ganglions périphériques humains. L'ensemble de ces résultats nous 
permettait de définir cet anticorps comme reconnaissant le récepteur du 
homing humain. 

A cette époque, des expériences paralleles réalisées entre les 
laboratoires de B. F. Haynes (qui travaillait sur les anticorps A1G3 et A3D8) 

et de E.C. Butcher (qui travaillait sur le récepteur du horning humain) ont 
montré que ces deux molécules étaient bien semblables et qu'il s'agissait de 
la molécule CD44 décrite lors de la III0 workshop sur les antigènes de 
différentiation. 

Il nous était encore possible d'étudier le rôle du  récepteur du  
"homing" dans l'activation des lymphocytes T. Nous savions que le 
nombre de récepteurs du "homing" présents à la surface des lymphocytes T 



augmentait au cours de l'activation (130). Mais le rôle de cette molécule 
dans l'activation des lymphocytes T n'avait jamais été décrit. 

Dans un premier temps, nous avons testé l'action de l'anticorps P245, 
sur l'incorporation de thymidine tritiée par des lymphocytes issus du sang 
périphérique stimulé par : 

-des doses submitogéniques de lectines (PHA, C o d )  
-des cellules allogéniques 
-des anticorps CD3 
-différentes paires mitogéniques d'anticorps CD2 

La stimulation par les lectines, les cellules allogéniques et les anticorps 
CD3 solubles n'est pas modifiée. Par contre, lorsque les lymphocytes sont 
activés par différentes paires d'anticorps CD2 ou des anticorps CD3 fixés au 
fond des plaques de culture, l'incorporation de thymidine par les cellules est 
fortement augmentée (3 à5 fois). 

Cette molécule est exprimée à la fois sur les lymphocytes T et sur les 
monocytes. Nous avons donc testé l'action des anticorps P245 sur les 
lymphocytes T purifiés. Sur ces cellules, ces anticorps sont capables, en 
conjonction avec des anticorps CD2 ou des anticorps CD3 fixés, de 
dbclencher la prolifération des lymphocytes T. Les anticorps P245 n'ayant 
aucun effet seuls. Cette augmentation de prolifération est induite par une 
expression du  récepteur de l'IL2 et par une synthèse d'IL2. 

L'action des anticorps CD44 ressemble beaucoup à celle d'anticorps 
CD28. Pourtant les signaux transmis à la cellule par ces deux molécules 
semblent différents. En effet : 

-Les anticorps CD44, contrairement aux anticorps CD28, sont 
incapables de complémenter un signal délivré par les anticorps CD3 
solubles, les lectines, ou le PMA 

-Les anticorps CD28, contrairement aux anticorps CD44, sont capables 
d'induire la prolifération de thymocytes matures. Les deux molbcules sont 
pourtant exprimées toute deux à la surface de ces cellules. 

-Les anticorps CD44 sont efficaces même sous la forme de fragments 
Fab alors que les anticorps CD28 doivent se présenter sous la forme de 
fragments divalents 

-Les anticorps CD28 et CD44 ont un effet synergique tres important 
pour induire la prolifération des lymphocytes T. 

L'ensemble de ces resultats montre donc que des anticorps dirigés 
contre la molécule CD44 sont capables de complémenter un signal 
d'activation founi par des anticorps CD3 ou des paires d'anticorps CD2, et 
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que le signal fourni par les anticorps CD44 est différent de celui fourni par 
les anticorps CD28 

On peut donc penser que la fixation des lymphocytes au niveau des 
veinules post-capillaires induit un signal de préactivation qui prépare les 
cellules A un stimulus ultérieur fourni à l'intérieur des ganglions. A 
l'inverse, il est possible que des cellules préactivées dans le sang 
périphérique reçoivent un signal complémentaire lors de leur fixation au 
niveau des HEV. Une troisieme possibilité serait que la molécule CD44 qui 
présente de nombreuses interactions moléculaires différentes possede un 
ligand la surface des cellules accessoires (ligand encore inconnu) et que 
l'interaction de la molécule CD44 avec son ligand favorise l'activation des 
cellules T. 

Ces travaux ont été depuis confirmés par deux équipe différentes qui 
apportent les mêmes résultats (126,128). De plus Denning et coll. (131) ont 
montré que les anticorps CD44 étaient capables d'induire la production 
d'IL1 par les monocytes montrant que le r6le de cette molécule dans 
l'activation des cellules n'est pas restreint aux lymphocytes T. 



CD44 CONTRIBUTES TO T CELL ACTIVATION' 
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We demonstrate here t h a t  t h e  CD44 molecule, 
which mediates lymphocyte adhesion t o  high endo- 
thelial venules (HEV). i s  also involved in  t h e  delivery 
of an activation signal to t h e  T cell. We have pro- 
duced a CD44 mAb (H90) which is able t o  block the  
binding of lymphocytes t o  high endothelial venules. 
Hg0 had no effect on [3H]TdR incorporation of whole 
PBL stimulated by lectins, allogeneic cells, o r  CD3 
mAb in t h e  soluble phase: i n  contrast. i t  strongly 
increased [3H]TdR incorporation of PBL stimulated 
by CD2 paiis  of mAb or by CD3 mAb linked t o  the  
plastic culture plates. when purified T cells were 
used. Hg0 mAb could efficiently induce them to 
proliferate af ter  a primary signai of activation deliv- 
ered via cross-linked CD3 or via CD2, an effect me- 
diated by IL-2 synthesis and IL-2R expression. Thus. 
t h e  effect of Hg0 mAb resembles t h e  mitogenic ef- 
fect of CD28 '9.3" mAb. However, several results 
show tha t  CD28 a n d  CD44 mediate different signals 
to t h e  T cells: i) in contrast  to CD28 mAb, CD44 mAb 
cannot complement t h e  signal delivered by a soluble 
CD3 mAb, lectins, or PMA; ii) CD44 mAb, at t h e  
difference of CD28 mAb. cannot induce CD3' thy- 
mocytes to proliferate in conjunction with a first 
signal provided via cross-linked CD3 or via CD2; iii) 
F(ab) fragments of Hg0 were efficient. whereas di- 
valent fragments of CD29 9.3 mAb are required to 
produce activation signals: and iv) CD44 and CD28 
mAb produce a very strong synergistic effect on T 
ceii proliferation. These results fit with previous 
ones  showing t h a t  endothelial celis can play t h e  
role of accessory ceH in T ceii activation and tha t  a 
hierarchy of signaling can be delivered to T cells via 
CD3 and CD2. 

The circulatlon and migration of lymphocytes is an  
essential aspect of thelr function. Lymphocytes migrate 
from blood to lymph nodes by blnding HEV.' Specific 
interaction between lymphocytes and thick endothellal 
cells from postcapillary venules is mediated by a series 
of lymphocyte surface adhesion molecules (1 -8). In hu- 
mans. several mAb were shown to block lymphocyte 
blnding to HEV and to react with a single-chain. 90-kDa 
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molecule defined by CD44 (6. 8). Despite observation: 
that lymphocyte homing receptor expression was up- O 

down-regulated during lymphocyte differentiation bot1 
in man and in mouse (3) or upon T ce11 activation in thr 
mouse (2). no direct role was assigned to these molecuier 
in the transmission of a signal regulating T ce11 prolifer 
ation. In this report. we have used a new m ~ b .  designatec 
"H90," which reacts with the CD44 molecule. H g 0  mAl 
can block the binding of lymphocytes to HEV. Further 
more. H g 0  mAb. in synergy wlth a CD3 rnAb or a pair O 

CD2 mAb. can induce highly purified T cells to prolifer 
ate. 

MATERIALS AND METHODS 

mAb. ce11 preparatlons. and cultures. The Hg0 hybrtdoma ce1 
line was a product of the fusion of P3 NSI/I Ag 4-1 mouse myelom. 
cells wlth splenocytes from a Blozzi's hlgh responder mouse lmmu 
nlzed by 1.p. lnlection of human RBC. mAb Hg0 was shown to be ai 
IgGl by immunodtffusion wlth subclass-speclflc antlsera (Llttoi 
Btonetlcs. Kenslngton. MD). F(ab) fragments of Hg0 mAb were prc 
pared from HPLC-purifled mAb by 2 h papain dlgestlon by using . 
protocol prevlously descrlbed (9). 

The CD2 (GT2. T l  1. D66. VIT13) and CD3 (X35.7) mAb used I I  
thls study have been descrlbed prevlously (10). The CD28 (9.3) mAi 
was klndly provlded by Dr John Hansen (1 11. Coatlng of CD3 mAl 
on culture plates was performed a s  follows. mAb were dlluted at  : 
pglml in sodium carbonate buffer (0.05 M. pH 9.6). The solution (O. 
ml/well) was dlspensed in a 96-well. flat-bottomed culture plat* 
(Nunc. Roskilde. Denmark). Plates were lncubated for 2 h at  37"( 
followed by 18 h a t  4'C: each well was washed twlce wlth PBS 
Tween and. finally. wlth RPMI 1640 (Clbco. Grand Island. NY) - 
10% FCS. 

T cells were purlfled from perlpheral blood by using a four-stei 
procedure descrlbed prevlously (10). Brlefly. after 1 h adherence O 
PBL to plastlc Petri dlshes. nonadherent cells were treated wttl 
carbonyl iron for 1 h at  37'C. After passage over a magnet. ceii 
were lncubated with L-leuclne methyl ester (2.5 mM) (Sigma Chemi 
cal Co.. St. Louls. MO) a s  descrlbed (10). Finally. residual monocyte 
were ellmlnated by two cycles of treatment with non-toxlc rabblt ( 
and a n  antl-HLA-DR mAb under condltlons descrtbed elsewhere (101 
Thls led to preparations of T cells unresponslve to PHA. PBL wera 
cultured ln RPMI- 1640 + 10% FCS at  5 x IO4 cells/well and thyrno 
cytes a t  5 x 105cells/well In a final 200-pi vol. I3HITdR Incorporatioi 
was measured durtng the flnal 18-h lncubatlon of a 4-day stimula 
tlon pertod. Thymocytes were obtalned from 2- to 10-year-old chil 
dren after cardlac surgery. Thymocyte subpopulatlons were sorte* 
by usingappropriate mAb plus rabblt C' (12). CD1- CD5' thymocyte 
were purified after treatlng whole thymocytes with a CD1 'D47" mAl 
plus rabbit C' a s  descrlbed (12). The purtty of the CD1- CD5' thy 
mocyte subpopulatton obtained was > 95% a s  determlned by lm 
munofluorescence. rIL-2 was obtalned from GLAXO (Geneva. Swli 
zerlandl. IL-2 actlvlty In 24-h cell cultuie supernatants was meas 
ured biuslng the C ~ L L - 2  llne a s  prevlously descrtbed (IO). 

Measurement of IL-2R expresslon. CD25 expresslon was meas 
ured on T cells bycytof~uorometr~. After 3 daYi of culture. 5 x 1C 
stlmulated T cells were labeled for 30 mln a t  4*C wlth a dlrcctl 
fluoresclnated CD25 mAb (IOT14) (Immunotech. Marseille. France 
Fluorescence was detected wlth an ORTHO 50H cytofluororneter. 



1 HOMING A N D  T CELL ACTIVATION 

1 RESULTS AND DISCUSSION 

The Hg0 mAb reacts with the hurnan lymphocyte 
homing receptor. After immunizing Biozzi's high re- 
sponder mice with human RBC. we obtained a mAb. 
termed Hg0 (IgGl). which reacted with the CD44 mole- 
cule. It had a characteristic pattern of reactivity with 
hematologic cells. namely. it gave a strong staining with 
RBC. PBL, and mature medullary thymocytes, carrying 
hlgh densities of CD3 molecules; likewise. the MEL14 

/Ab in mlce (1. 3) and the Hermes-1 mAb in humans (4. 
5). but. in contrast with A1G3 and A3D8 (13). it also 
stained numerous clusters of a few cells scattered 
throughout the thymlc cortex. In addition. Hg0 blocked 
the adheslon of lymphocyte to HEV from lymph nodes. 
That mAb A3D8 and Hg0 recognize the same molecule 
was confirmed by competitlve blnding experiments. 
whlch gave partial blocking, CO-modulation experiments. 
whlch were complete. and sequentlal immunoprecipita- 
tion. the single broad band in the 80- to 90-kDa reglon 
given by Hg0 immunoprecipitation. being precleared by 
previous immunoprecipitation with A3D8. None of the 
above results are shown except the sequential immuno- 
preclpitation experiment (Fig. 1). 

1 
The H g 0  mAb and  T cell activation. We investlgated 

the effects of Hg0 mAb on I3H]TdR incorporation by PBL 
stimulated by lectins. allogeneic cells. CD3 mAb. or two 
pairs of CD2 mAb. No effect was seen when stimulation 
was medlated by lectins. CD3 mAb added in the soluble 
phase. or allogeneic cells. even though submitogenic 
amounts of the stlmulating agent had been added. How- 
ever. when we stimulated PBL with different pairs of CD2 
mAb in the soluble phase. or a CD3 mAb previously 
coated.on plastic culture plates, the Hg0 mAb markedly 
lncreased (3- to 5-fold) 13H]TdR incorporation (Flg. 2). 

The Hg0 molecule is present both on T cells and on 
monocytes. Because accessory cells are required for ac- 
tivation via CD3 mAb or via CD2 by the two mAb pairs 
GT2 + T l  1,  and D66 + T l  1, (10). we questioned whether 
T cells would be the target for the enhancing effect of 
Hg0 mAb. We therefore cultivated highly purified T lym- 
phocytes with CD2 mAb pairs. or wûh CD3 mAb coated 
ont0 plastic in the presence of elther Hg0 or other CD44 
mAb (A3D8 and AlG3). As previously described. the CD2 
GT2 + T l  1, pair dld not induce any detectable 13HITdR 
incorporatlon by purified T cells unless monocytes were 
added. whereas a minimal proliferation was obtained 
with the typical D66 + T l  1, palr (10). Agaln. the addition 
of Hg0 mAb or the CD44 mAb A3D8 markedly triggered 
(or increased) T cell proliferation in the presence of the 
CD2 or CD3 stimuli (Flg. 2). It is of note that Hg0 or A3D8 
mAb. when used alone. was not able to trigger T cell 
proliferation (not shown). When we tested the effect of 
the F(ab) fragment of Hg0 mAb on T cell activation. we 
observed that the antibody was still mitogenlc in con- 
junction with CD3 or CD2 mAb. suggesting that cross- 
Iinklng of Hg0 mAb by its Fc portion was not required 
\Fy. 2). This was confirmed by comparing the mitogenlc 
tffcct of a soluble Hg0 mAb with Hg0 mAb Hnked ont0 
pl,iullc. Under both conditions. a comparable level of 
prollferation was measured (not shown). 

Fliiorescence histograms presented in Figure 3 show 
tlinl. as previously reported. purified T cells stimulated 
with CD3 mAb or the CD2 GT2 + T l  1, 'pair alone do not 

L.. 

Flgure 1.  The m.w. determlnatton of the Ag recognlzed by Hg0 mAb 
by SDS-PACE alter '1 surface labellng of PBL. PBL were surface labeled 
with L151. lysed. and immunoprectpitated as descrtbed (9). lmmunoprecip 
ltatlons were performed wlth an irrelevant mAb (control). Hg0 mAb. Hg0 
mAb alter preclearlng the lysate wlth A3D8 mAb. and CD2 '0275' mAb 
from our laboratory. Gels werc run under non-reduclng condltlons. The 
lejt column shows m.w. slze markers. 

express the high affinity IL-2R at thelr surface (10). 
Addition of Hg0 mAb induced a high denslty of IL-2R 
(CD25) on these purified stimulated T cells (Fig. 2). Meas- 
urement of IL-2 synthesis in 24-h culture supernatants 
showed that the addition of Hg0 mAb trlggered IL-2 pro- 
duction by purified T cells stlmulated wbth plastic-linked 
CD3 mAb. or by the CD2 mAb pairs (not shown). 

These effects of the CD44 Hg0 mAb on T cell activation 
were reminiscent of the effects described for the CD28 
mAb. both in humans and mice (14). except that CD28 
mAb could complement the activation signal delivered to 
T cells by a CD3 mAb added in the soluble phase. or by 
lectins (11. 15. 16). Therefore. we next examined 
whether. a s  described for CD28 mAb 9.3 (17). CD44 mAb 
could complement the signal delivered to purified T cells 
by PMA. Figure 2 shows that thls was not the case. 
bringlng additional support to the argument that differ- 
ent signals of activation are delivered via CD44 and 
CD28. Because the CD44 molecule 1s present at hlgh 
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l 
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Figure 2 Effects 01 t190 mAb on  T CeIl actlvatlon Whole POL were stlmulated Tor 4 days wlth low doses of PHA soluble CD3 (OKT3) mAb CC / mAb at  2 &/'ml coated onto culture plates and two dlrferent palrs 01 CD2 mAb used at  submltogenlc doses (1 10 000 ascltes) The CD2 TI I mAb W. 

directed agalnst the TI 1 ,  epltope (91 k 1 9 0  mAb was added at  a plateau dilution. namely 1 200 dlluted ascites M232 mAb (9) specillc lor the C D L  
molecule and shown to lnhlblt lyrnphocytic prollferatlon except when the D66 + TI  I stlmulus 1s used (9) was added at I O  #@ml a s  a control mAb 
CD6 'OKT17" mAb was also used a s  a control a t  IO rig/ml concentration Purilied T cells prepared a s  described in Materlals a n d  Methods wer 
stlmulated wlth CD3 mAb coated ont0 plastic. varlous initogenic patrs of CD2 rnAb (1 400 ascltes. except Tor VIT13. whlch was used at  10 ,ig/ml). t 
PMA a t  IO-" M A3D8 was used a t  1 400 dllutlon 01 ascites and 9 3 a t  1 rig/ml F(ab) fragments of Hg0 mAb were prepared a s  described In Materla 

: l 
a n d  Methocls and added a t  10 As prollferatlon controls. I O 4  mltomycln-treated monocytes were added to 5 x 10' purlfled T cells stlmulated t 
CD3 mAb llnked to plastlc or by the CD2 GT2 + T l  1 ,  mAb pair Under these condltlons. measured proliferntions were. respectlvely. 48 x I O 3  and 1 I 
x IO3 cpm 1 

STIMULUS USED : Plastic-linked CD3 mAb 
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STIMULUS USED : GT2 + T l  1  ( -) 
GT2 + T l  1  + Hg0 rnAb 
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LOG FLUORESCENCE = IL 2-R 
Ftgure 3. Elfect OC H90 mAb o n  IL-2R expreaslon dctccted on  CD2 or 

CD3 mAb-stimulated T cells. Purlfled T cells were stlmulated for 3 days 
wlth a CD3 mAb (OKT3) prevlously coated on  culture plates or wtth the 
CD2 CT2 + T l  1, pair. Hg0 mAb was added (- - -) or not (-) a t  a 1 :400 
ascites dilution at the beglnnlng of the culture. IL-2R expresslon was  
revealed wlth adlrcctly fluonscelnated CD25 (IOT 14) mAb (lmmunottch). 
Log fluorescence was analyzed by uslng cytofluorometry (Ortho System 
50H). 

densities on the most mature thymocyte population, we 
questioned whether the CD44 mAb Hg0 or A3D8 could 
induce those cells to proliferate. a s  was descrtbed for 
CD28 (18, 19). In no instance. a s  shown in Figure 4. could 
we induce the whole thymocyte population or purified 
medullary (CD57 thymocytes to proliferate. 

These observations strongly suggest that Hg0 and 
CD28 mAb do not activate the same pathway. Note that 
Fab fragments of CD28 rnAb were previously found to be 
inefficient in delivering a n  activation signal. in contrast 

to divalent fragments (1 1. 20). whereas we found the Fa 
fragment of Hg0 to be efficient. Additional evidence wa 
obtained by stimulating purified T cells with CD3 mA 
linked to plastic or with the CD2 CT2 + Tl  1 mAb paii 
in the presence of low and submitogenic concentratio 
of CD28 (9.3) mAb. Results presented in Figure 5 s h o ~  
that the addition of Hg0 mAb (also at a nonmitogeni 
dose) induced a very high level of 13HITdR incorporatio 
on T cells. indicating that the CD28 and Hg0 stimuli ar 
synergistic. Note that CD28 and Hg0 mAb added togethc 
to a culture of purified T cells were not mitogenic (nc 
shown). If one agrees with the conclusion that distinc 
activation signals are delivered via CD28 and CD44, on 
sees that their capacity to complement-or not-a p r  
mary signal of activation delivered to T cells by a solubl 
CD3 mAb, a mitogenic pair of CD2 mAb. or a cross-linke 
CD3 mAb fits with the known hierarchy of signalin 
delivered to T cells: namely. that soluble CD3 mAb delive 
to T cells the "poorest" signal. whereas cross-linked CD 
deliver to T cells the "richest" signal while CD2 pair 
deliver "lntermediate" signals in terms of the compiemer 
tary signals that must be delivered by IL or accessor 
cells to achieve plenary levels of T ce11 proliferation (1( 
21. 22). 

It is generally acknowledged that the binding of a rn 
togenic mAb to its Ag can mimick the specific interactio 
of a ligand to its receptor (for example, the CD2 and CD2 
TcR activation pathways). If this is tme for the H9 
activation pathway. it is possible that lymphocyte binc 
ing to its ligand on HEV is sufficient to induce by itself 
signal preparing T cells for an  additional specific activz 
tion signal mediated by APC in the lymph node. Thi 
hypothesis L strengthened by previous observation 
showing that endothelial cells can act a s  accessory ce11 
when T cells are stlmulated by PHA or a CD3 mAb (2: 
24). Thls effect of endothelial cells appears to be due t 
a direct contact with the st!mulated T cells inducing a 
enhancement of IL-2 synthesis (23). Our results demor 
strate for the first time a n  active role played by the CD4 
molecule in the mechanism of lymphocyte proliferation 

Note added in proof. Since this article was submitte 
for publication. the cloning and sequencing of CD4 
cDNA has been reported (Stamenkovic et al., 1989. Cel 



HOMINC AND T CELL ACTIVATION 

Figure 5.  Synerglstlc effect of 1-190 and 
:D28 mAb on T cell actlvatlon. Purified T 
.ells were stlmulated wilh a CD3 mAb 
inked to plastlc or with the CD2 CT2 + 
'1 1, pair In the presence of a nonmito- 
(enic concentration of CD28 (9.3) mAb 
0.01 rg/ml). Hg0 mAb added at the begin- 
iing of the culture was used at  a nonml- 
ogenic dose by itself (1:5000 ascites). l3HI 
TdR Incorporatlon was measurcd at day 4 
uring the last 18 h of incubation. 

l 

Medtum THYMOCYTES 

Figure 4. Hg0 rnAb cannot induce thy- 
iocytes to prollferate. Whole thyrnocytes. or 
orted CD1- CD5' thyrnocytes (which also 
arry h~gh  densities of CD3) were cultivated 
or 3 days at 10" cells/ml. before measuring 
'HITdR Incorporatlon. Where Indicated. 100 
IL-2 units were added. 

Hg0 mAb 
CD28 (9 3)  mAb I 1 i I I  

I I 
I 

l 1 I I I I I I I i 
I 

1 5 1 5 1 5 1 5 1 5 

Medlum THYMOCYTES 

1 5 1 5 1 5 1 5 1 5 
. 4  

CPM x 10 

Purilied T.cells sl~rnulaled w ~ i h  Plastic-linked CD3 mAb CD2 'GT2 + T l  1 ' mAbs 

+ Medium 

+ CD28(9 3) high dose (10 pglmi) 
+ C028(9 3) low dose (O 01 pglml) 

+ Hg0 mAb (11400 dilutad) 
+ Hg0 mAb (115000 diluled) 

9.3 (0.01 pglml) + Hg0 (115000) 

7 5 150 7 5 150 
CPM x 10' 

56: 1057; Goldsteln et al., 1989, Ce[[,  56:1063 r e v e a l i n g  and J. A. Hansen. 1986. A 44-kllodalton celi surface homodlmer 
regulates lnterleukin 2 productlon by actlvated human T lympho- 

homology  to c a r t i l a g e  l i n k  and p r o t e o g l y c a n  core p r o t e i n s .  cytes. J. Immunol. 136:3282. 
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Dl La molécule mA4, une intégrine aux multiples 
potentialités 

La famille des integrines consiste en une série d'hétérodimhres (a$) 
semblables (les sous-unités allant de 95 A 200 kDa) impliqués dans de 
nombreuses intéractions cellules-cellules ou cellules-matrice proteique extra 
cellulaire. Cette famille de molécules est présente sur tous les types 
cellulaires et notamment les leucocytes. Ces molécules sont très conservées 
au cours de l'évolution puisqu'il est possible de trouver une réactivité 
croisée immunologique entre les sous-unités fl1 de l'homme et celle du 
poulet mais aussi avec celles de certains nématodes ou certains 
champignons (132). Les intégrines comme molécules d'adhésion ont été 
étudiées dans des domaines aussi différents que les plaquettes (133), la 
fibronectine et les peptides RGD (134-136), le développement embryonnaire 
(137,138) et l'adhésion des leucocytes (139,140) 

01. Les sous-familles au sein de la famille des integrines 

Les integrines ont été divisées en 3 sous-familles caractérisées par 
l'utilisation differentielle d'une sous-unité $ (Table). Les membres de la 
sous-famille pl (appelés aussi VLA pour Very Late Antigen) sont constitués 
de l'association de la sous-unité $1 avec l'une des 6 sous-unités a 
différentes. Dans la sous-famille il existe 3 sous-unités a differentes et 
dans la famille $3 2 sous-unités a differentes peuvent s'associér avec la 
sous-unité f33. 

La découverte récente de 3 autres sous-unités j3 vient compliquer la 
. classification présentée dans la table. Par exemple, a6 s'associe parfois avec 

84 au lieu de $1 et av peut s'associer soit avec $1 soit avec $. De mPme chez 
la souris dl est associée soit avec 131 soit avec une autre sous-unités appelés 
pP (98). De toutes façons ces nouvelles sous-unités $ ne définissent pas de 
nouvelles sous-familles car elles ne s'associent qu'avec une seule sous- 
unités a qui fait déjà parti d'une sous-famille. 



Table 1 
La famille des intégrines 

Recepteur/ 
sous-unitées 

autre nom fixation 
RGD 

Distribution Ligand References 

------- 
non? 

---------- 
large 

------------- 
Collagène, 
Laminine 
Collagene, 
Laminin 

CD49b 
Ia/IIa 
ECMRI 
CD49c- 
ECMRII 

non? large 

oui? large Fibronectine, 
Laminine 
VCAM-1, 
Fibronectine, etc. .. 
HEV plaque de 
Pe y er 

lymphocytes, 
monocytes,.. 
cellules 
leucemiques 
murines 
large 

non? 

CD49e 
Ic/IIa 
FNR 
CD49f 

Fibronectine oui 

large Laminine 

---------- ----------- -------- 
Epithelium ? 162 

---------- ------------- ---------- 
leucocytes ICAM-1 163,164 

ICAM-2 
myelocytes C3bi,LPS, 165 

facteurX 

a b 2  
MAC-1 CDllb oui? 

myelocytes C3bi? 166 

---------- --__-_---- ------- ---------- ------------- ---------- 
IIb/IIIa CD4la oui plaquettes Fibronectine 167 

FB,FVW, ... 
VNR CD51 oui Endothelium FVW,VN, 168 
aVa3 ~ u r r w ~  FB, ... 
-------_-- ---_____-_ -______ --______-_ _--_______-__ _-___-_--_ 
VNRal t oui? carcinomes Fibronectine 169 
av a5 VN 

---------- --___----- ----___ ---___---_ _---___----__ ---_------ 

.2. La proteine CD29ICD49d ou VLA-4 

Contrairement aux autres membres de la sous-famille pi (les VLA) 
pour lesquelles seules des interactions cellules/matrice proteique 



intersticielle ont été décrites, la molécule VLA-4 est impliquée à la fois lors 
d'interaction avec la matrice proteique extra-cellulaire mais aussi lors de 
contact entre cellules. D'ailleurs la molécule VLA-4, qui possède des 
fonctions différentes, peut se présenter sous diverses formes structurales. 
On peut donc penser que les variations structurales de la molécules VLA-4 
sont liées à ces propriétés fonctionnelles différentes. 

2.1. Premières caractérisations structurales 

VLA-4 a été décrite pour la première fois par Hemler et al (141) comme 
un hétérodimère a4p. Cette molécule est le représentant de la sous-famille 
pl le plus exprimé à la surface des cellules T lymphoblastoides. Si la sous- 
unité p de VLA-4 est bien la même que celle partagée par les autres 
membres de la famille, la sous-unité a est biochimiquement différente des 5 
autres sous-unités a de la sous-famille ; l'utilisation de différents anticorps 
monoclonaux et polyclonaux a confirmé que cette sous-unité a 4  était bien 
distincte des autres (142). 

2.2. Distribution de la molécule VLA-4 

Des études en cytometrie de flux montrent que la molécule KA-4 est 
présente à la surface des lymphocytes B et T, des thymocytes et des 
monocytes. Le nombre total de sous-unités Dl présentent à la surface des 
lymphocytes T et des monocytes est souvent supérieur au nombre de sous- 
unités a4 ce qui montre que ces cellules expriment d'autres molécules VLA 
à leur surface (notamment VLA-5 et VLA-6) (143). En revanche, à la surface 
des lymphocytes B on détecte jusqu'à deux fois plus d'a4 que de 131. Ceci 
suggere qu'un certain nombre de ces sous-unités a 4  à la surface des 
lymphocytes B ne sont pas associées à des sous-unités Dl et qu'elle doivent 
donc être associées à une sous-unité D distincte comme la sous-unité Op 
décrite chez la souris en association avec une sous-unité a4 (table 1). 

Sur des coupes de thymus, les thymocytes corticaux et quelques 
thymocytes médullaires sont reconnus par des anticorps anticVLA-4 
(CD49d) alors que sur les coupes de ganglions ce sont les zones para- 
corticales qui sont marquées (144). La plupart des lignées cellulaires qui se 
cultivent en suspension comme les cellules lymphoides et myeloides sont 
reconnus par les CD49d alors que les cellules adhérentes comme les 



fibroblastes ou les cellules épithéliales n'expriment pas ou très peu cette 
molécule (145). 

2.3. Les différentes formes biochimiques de la molécule VLA-4 

2.3.1 Coupure de la sous-unité a4 en fragments de 80 et 70 
kDa 

Contrairement à d'autres sous-unité a qui sont entièrement clivées 
dans un fragment proche du  C terminal, la chaine a 4  est clivée de  maniere 
non constante dans une partie proche du milieu de la molécule. Cette 
coupure engendre deux fragment de 80 et 70 kDa non reliés par des ponts 
disulfures. Ainsi il est possible de trouver des lignées cellulaires qui ne 
possédent que la chaine non clivée de 150 kDa comme la lignée Ramos, des 
lignées comme U937 qui expriment A leur surface les trois formes : a4/150, 

et a4l70, et des lignées comme K-562 transfecté avec a 4  qui présentent 
uniquement les chaines clivées a4180 et a4i70. Mais même lorsque le clivage 
est total les chaines de 80 et 70 kDa peuvent être immunoprécipités 
entierement par des anticorps CD49d (anti-a4) ou des anticorps CD29 (anti- 
pl). Les 2 chaines restent donc associées entre-elles et mais aussi avec la 
chaine 81 (142). 

Des résultats préliminaires (144,146) ont suggérés que l'activation des 
lymphocytes T pouvait entrainer une augmentation du clivage de la chaine 
a4. Cependant le r61e fonctionnel de ce clivage reste à établir. Ainsi les 
lignées Ramos et K-562 transfecte avec a4 qui expriment uniquement soit la 
forme non clivée; soit la forme clivée se fixent aussi bien sur les deux 
ligands actuellement connu de VLA-4 : VCAM-1 et la fibronectine (143). 

2.3.2 La sous-unit6 a4 peut s'associer à une chaine de 30 kDa 

En plus de  la forme de 150 kDa décrite precedemment, on peut 
rencontrer une chaine de 180 kDa également associée à la chaine Bi  (147). Les 
expériences d'immunoprécipitation, d'immunoblot et de migration en 
deux dimensions confirment que cette chaine de 180 kDa est bien 
équivalente cZ la chaine de 150 kDa et qu'une molécule de 30 kDa s'y .est 
accolee par des ponts disulfures covalents. On ne retrouve plus cette chaine 
de 180 kDa en conditions réductrice. L'identité de cette chaine de 30 kDa et le 
rBle de la chaine a41180 ne sont pas encore connu. 



l 2.3.3. Association de a4 avec une autre sous-unité P 

Chez la souris, une chaine homologue à la chaine humaine a4 ,  a été 
caractérisée et cette chaine peut-être associée soit à la chaine 01, soit à une 
autre chaine appelée Pp (148). Chez la souris la molécule a4pp est présente 
à la surface de nombreuses lignées lymphoblastoïdes ainsi que sur les 
lymphocytes présents dans les ganglions mésentériques. Cette molécule qui 
se fixe sur les veinules post-capillaires des ganglions mésentériques apparait 
donc comme un récepteur du homing spécifique des plaques de Peyer. 
L'équivalent de la chaine Pp n'a pas encore été décrit chez l'homme mais il 
est clair qu'il est possible, tout au moins sur les lymphocytes B de rencontrer 
des chaines a 4  associée à une chaine B différente de la chaine pl. 

e3. Les ligands de la molécule VLA-4 

m3.l. VLA4 est un récepteur de la fibronectine 

Dans la famille des VLA, la molécule VLA-5 a été décrite comme le 
récepteur cellulaire pour la fibronectine. Cette molécule se fixe à la 
fibronectine dans une région contenant la séquence bien connue Arg-Gly- 
Asp (RGD) (134,135). 

Récemment, on a pu montrer que la molécule VLA-4 était capable de 
se fixer sur un autre domaine de la fibronectine appelé CS-1 (145). Pourtant 
lorsque les deux molécules VLA-4 et VLA-5 sont présentes à la surface de la 
cellule, la fixation a la fibronectine peut-être presque entièrement inhibée 
par des anticorps CD49e (anti-as). Ainsi la fixation de la molécule VLA-4 sur 
la fibronectine ne semble pas être d'une grande affinité ou alors le site CS-1 
est protegé dans la molécule de fibronectine. 

e3.2. VLA-4 est un récepteur pour VCAM-1 sur les cellules 
endothéliales activées 

La molécule VCAM-1 est une molécule d'adhésion exprimée sur les 
cellules endothéliales activées par des cytokines, qui permet l'interaction 
entre des lymphocytes et des cellules endothéliales (149). En fait la molécule 
VCAM-1 se fixe sur la molécule VLA-4 B la surface des lymphocytes (150). 
Des études parallèles ont permis de décrire une molécule nommée INCAM- 



110 (151,152) présente à la surface des cellules vasculaires des sites 
inflammatoires. Cette molécule est exprimée sur les cellules endothéliales 
après activation par des cytokines. Elle permet la fixation des lymphocytes et 
des monocytes sur la paroi des vaisseaux au niveau des sites inflammatoires 
et aussi la fixation des mélanomes sur les endothéliums activés. Cette 
molécule est en fait la même que VCAM-1 et fixe la molécule VLA-4 à la 
surface des leucocytes. Ceci permet donc de conclure que la molécule VLA-4 
sert à l'extravasation des cellules sur les sites inflammatoires mais aussi 
permet la migration des metastases de mélanomes. 

*3.3. Les sites de fixation de VLA-4 sur la fibronectine et sur 
VCAM-1 sont différents. 

En effet, l'utilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre 
différentes portion de la molécules a4 et de peptides solubles de la 
fibronectine contenant le site CS-1 et pas le site RGD permet de montrer 

i) que la fixation de VLA-4 sur VCAM-1 n'est pas inhibable pas les 
peptides de la fibronectine 

ii) que si des anticorps CD49d comme HP2/1 sont capables d'inhiber la 
fixation sur la fibronectine et sur VCAM-1, il existe des anticorps CD49d 
comme HP1/3 qui sont spécifiques de la zone d'interaction avec VCAM-1 et 
qui n'inhibent pas la fixation de VLA-4 sur la fibronectine (153). 

4. Les rôles fonctionnels potentiels attribués à la molécule 
VLA4 

Comme le montre la table 2 la molécule VLA-4 est impliquée dans des 
fonctions qui ne font pas intervenir la fixation sur la molécule VCAM-1 ou 
sur la fibronectine. 



Table 2 

Résumé des rôles potentiels de la molécule VLA-4 

Fonction Ligand References 

....................... ---------- ---------------- 
Fixation à la fibronectine Site CS-1 145,150 
Fixat ion aux  cel lules VCAM-1 150,153 
endo théliales 
Aggregation hétérotypique entre inconnu 154,155 
cellule T cytotoxiques et cellule B 
cibles 
Aggregation homotypique entre inconnu 156 
lymphocytes T-T ou B-B 
Interaction entre lymphocytes T inconnu 48 

helper et T suppresseurs 

O 4.l.Action sur les cellules cytotoxiques 

L'anticorps monoclonal L25, dirigé contre la chaine a4, est capable de 
bloquer partiellement l'action cytotoxique T dirigée contre des lymphomes 
B (154,155). L'anticorps agit en se fixant sur l'effecteur T et n'entraine 
aucune inhibition de cytotoxicité lorsqu'il est fixé sur la cible B. La molécule 
VLA-4 agit probablement dans ce systeme en facilitant la cytotoxiaté par une 
augmentation de la fixation entre la cellule cytotoxique et sa cible. Pourtant, 
les cellules cibles B n'expriment pas la molécule VCAM-1 à leur surface ce 
qui suggere que la molécule VLA-4 à la surface des cellules cytotoxiques 
reconnait soit la fibronectine soit un autre ligand encore inconnu. Or 
l'anticorps B-5G10 (CD49d) qui n'inhibe la fixation de VLA-4 ni sur la 
fibronectine, ni sur VCAM-1, est capable d'inhiber partiellement l'action 
cytotoxique T dirigées contre des lymphomes B (147). Ce résultat est en 
faveur d'un troisieme ligand encore inconnu. 

4.2. Aggregation homotypique T-T ou B-B. 



L'incubation de cellules T avec des anticorps CD49d (notamment L25) 
entraine une aggregation importante et rapide des cellules (156). Cette 
aggrégation peut être inhibée par d'autres anticorps CD49d et notamment 
l'anticorps B-5G10 ce qui suggère que la molécule VLA-4 est à la fois le 
récepteur et l'inducteur de cette réaction d'aggrégation. Si VLA-4 est capable 
d'induire une aggrégation cellulaire c'est que cette molécule est capable de 
transduire des signaux d'activation. D'autre part si l'anticorps B-5G10 est 

capable d'inhiber cette réaction c'est que là encore la molécule VLA-4 utilise 
un ligand différent de la fibronectine ou de la molécule VCAM-1. 

.5. Action suppressive et augmentation d'AMPc dans les 
lymphocytes CD4+ 

Résumé de l'article 3 

Nous avons utilisé différents anticorps dirigé contre la molécule VLA- 

4 afin de déterminer quel pouvait-être son rôle dans l'activation des 
lymphocytes T. L'anticorps K20, un anti-gl et l'anticorps 0403, un anti-a4 
ont été développé dans le laboratoire d'A Bernard. Les autres anti-as, HP2.1, 
TS2/16, HIT4, L25 et 5D5 et l'anti-gl 4B4 nous ont été fourni par différents 
laboratoires. 

L'anticorps K20 est capable d'inhiber complètement la prolifération des 
lymphocytes T activés par des anticorps CD3. Cette inhibition est corrélée à 

une augmentation importante de l'AMPc, un second messager impliqué 

dans l'inhibition de la prolifération des lymphocytes. En effet, la forskoline, 
un activateur de l'adenylate cyclase, inhibe elle aussi la prolifération des 
lymphocytes T. Il est à noter que l'anticorps K20 seul ne permet pas 
l'augmentation de 1'AMPc et qu'il faut l'action commune de l'anticorps K20 
et d'anticorps CD3 ou d'une 'paires d'anticorps CD2 pour obtenir 
l'augmentation d'AMPc intracellulaire. L'anticorps K20 n'a donc d'effet que 
sur des cellules en début d'activation. D'autre part, cette inhibition de 
prolifération par l'anticorps K20 est corrélée à une diminution de synthèse 
d'IL2 et d'expression du récepteur à l'IL2. 

Contrairement à l'anticorps K20, les autres anti-VLA-4 n'ont soit 
aucun effet sur la prolifération des cellules mononuclées du  sang 
périphérique comme 4B4, 5D5, L25, soit augmentent celle-ci comme 0403, 
HP2.1, TS2/16 et HIT4. Or, les anticorps comme 0403 n'ont aucun effet sur 
la prolifération des cellules purifiées T CD4+ ou des cellules T CDllb- 



(CDllb est un marqueur de cellules suppressives) donc sur la prolifération 
de cellules en l'absence de cellules suppressives CDS+, CDllb+. 

Il est possible d'inhiber la prolifération de cellules CD4+ stimulées par 
des anticorps CD3, en ajoutant à la culture des cellules T suppressives de 
phénotype CDS+ traitées la mitomycine. Dans ce système, il est possible de 
montrer que les anticorps comme 0403 ou HP2.1 sont capables d'inhiber 
l'action des cellules T suppressives et donc de restaurer la prolifération des 
lymphocytes T CD4+. 

Il semble donc que la molécule VLA-4 sert à controler la prolifération 
des lymphocytes T CD4+ en transmettant le signal suppresseur apporté par 
les cellules CDS+. Cette molécule serait donc le récepteur (ou le ligand) 
d'une molécule présente à la surface des lymphocytes T suppresseurs CDS+. 
Cet te hypothèse permet d'expliquer également l'observation de Sasazuki et 
coll. (157) sur le blocage induit par l'anticorps 4B4 de la suppression par des 
cellules CDS+ de la synthèse spécifique d'IgE induite par des cellules CD4+. 

D'autre part, en mimant l'action des cellules suppressives, cet 
anticorps peut-être utilisé pour atténuer par exemple les réactions du  
greffon contre l'hôte, ce qui a déjh été réalisé thérapeutiquement avec 
succès. 





LETTERS TO NATURE 

K20, or its F(ab1)2 fragment, inhibited T-cell proliferation 
nduced by a monoclonal antibody against CD3, by two different 
)airs of CD2 antibody, or by TPA(12-O-tetradecanoylphorbol- 
3-acetate) plus ionomycin (Fig. 2a and c). Thus it counteracts 
he effects of many stimulating agents, including those active at 
he post-receptor level. Moreover, the inhibitory effect of K î 0  
s directly exerted on T cells, as it was observed when highly 
)urified peripheral blood T lymphocytes were stimulated in the 
xesence of recombinant interleukin 1 (rIL-1). K20 inhibited 
iynthesis of interleukin 2 (IL-2) (Fig. 3); it also blocked the 
ppearance of IL-2 receptors (IL2-R), but only when T cells 

uere stimulated by CD3 and not by CD2 (Fig. 3). This is in 
igreement with ou t  data on [ ' ~ l t h ~ m i d i n e  incorporation in the 
xesence of K20: strong inhibition when T cells are activated 
>y CD3 and partial inhibition on activation by CD2 (Fig. 2c). 
t is also consistent with Our previous observations regarding 
T-ceIl activation by CD2 as compared with CD3, namely that 
iistinct primary signals of activation are delivered to the T cell 
,y these m o l e c ~ l e s ~ ~ ~ .  When we tested K20 on sorted CD4' 
:ells, we found that it still blocked their proliferation (Fig. 2 d ) .  

The inhibitory signal transmitted by the CD29 molecule is 
nost probably mediated by CAMP, because we found that K î 0  
nduces a rapid, high and durable increase of cytosolic CAMP, 

maintained for up  to 60 min (Table 1). The level of cAMP 
attained is comparable to the level measured in the positive 
control in which cells were incubated with forskolin. a direct 
and potent activator of adenylate cyclase. For this rise to occur, 
T or CD4' cells need, in addition to K20, to be activated either 
by a CD3 antibody or  by a pair of CD2 antibodies. Activation 
of adenylate cyclase, either directly with forskolin9 or  with 
prostaglandin PGE, (ref. 6 ) .  enhances cAMP turnover, leading 
to diminution of IL-2 synthesis, inhibition of lectin-stimulated 
polyphosphoinositide turnoveri0 and inhibition of T-cell pro- 
liferation. Indeed H O ,  like PGE,, inhibits IL-2 synthesis in 
Jurkat cells by increasing the cytosolic cAMP level (data no1 
shown). The increase of cytosolic cAMP induces suppressive 
effects on the immune response (for review, see ref. 11). 

WhoIe CO3 PMBC Medium with y-1 : 

l -1 . HP2 I . l  0 0  

FIG. 2 Effect of a battery of CD29 antibodies on Tcell activation. Eight 
CD29 antibodies were tested. a ['Hhhymidine incorporation. measured at 
day 3. by -le peripherai blood mononuclear cells (PBMC) stimulated with 
a soluble CD3 (X35.7) in the presence of 10 pg ml-' of CD29 antibody or 
in medium alone, b, Kinetics of ['Hhhymidine incorporation by highly purified 
T cells7 stimulated with CD3 antibody coated on culture platesZ0 plus rlL-1 
(100U ml-'). in the presence of CD29 0403 (5 pg ml-'). CD29 K20 (+) 
(5 pg ml-'; ail points fall on abcissa). or an irrelevant antibody (CD1 047) 
(m). c, Effect of 0403 (5 pg ml-') (cross-hatched; 1-4) and K20 used as 
F(ab'), fragments (flled bars; 1-5)" (10 pg ml-') on whole FûMC (1 and 2) 
or on highly purified T cells (3-5). Whole PBMC were stimulated with either 
soluble CD3(1) or two typical mitogenic pairs of CD2 antibodies (2) (ref. 7). 
Purified T cells were stimulated with either CD3 coated on culture platesZ0 
plus rlL-1 (Glaxo); 100 U ml-') (3) or with two particular mitogenic pairs of 
CD2 (ref. 7) plus rlL-l(50U ml-') (4) or with TPA (10-" Mi plus ionomycin 
(60 pg ml-') (5) at a concentration such that no proliferation could occur 
with these agents alone (thick cross-hatched and dotted bars respectively). 
['~Rhymidine incorporation was measured on day 3. when T cells were 
stimulated by CD3, and on day 4 when T cells were stimulated by CD2. d 
Effect of CD29 antibdes on proliferation of sorted T-cell subsets (top 
panel. CD4' cells; lower panel, Leu 15- cells). CD4+ cells were selected for 
negatively using CD8 X 8  antibody plus rabbit complement2'. Leu 15- celis 
were isolated by cell-sorter analysis (Leu 15 purchased from Becton D i c h  
inson). The different subsets were stimulated as T cells and CD29 antibodies 
were used and designated as in c. 
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Fffi. 3 Effect of CD29 on iL2-R expression and 
IL-2 synthesis detected in T ceils stimulated via 
CD3 or CD2. P u r i f i d  T cells were stimulated for 
3 days with the CD3 antibody X35.7. previously 
coated on culture plates or with the CD2 GT2 + 
T11, pair7. both in the presence of rlL-1 
(100 U ml-'). Monoclonal antibodies were added 
at 5 kg ml-' at the start of culture. IL2-R 
expression was revealed with a dlrectly fluoros- 
ceinated C D 2 5  (IOT14) antibody (Imrnunotech. 
Marseilles). Log fluorescence was analysed by 
cytofluorornetry (Ortho Systern 50H). Super- 
natants of stirnulated T cells were tested after 
24 h for IL-2 activity by rneasuring the proliferation 
of the IC-2-dependent CTL-L2 cell ~ i n e ~ ~ .  

C03 mbb CD3 mbb + ilL1 CD3 mAb + rlLl r KZO k03 m ~ b  + rlL1 + 0403 

- 

m m 
G T Z + T l l  G T Z + T l l  +(IL1 GTZ + T t 1  + i I L 1  + K20 GTZ+T11 +(IL1 +O40 

50  150 5 O 150 50 150 50 150 
IL2-R expression : Log fluorescence 

At this stage, we assumed that K2O exerts an agonistic effect 
on CD29, which might act as a receptor for a suppressive effect 
on T-cell proliferation. We thereforesearched for other anti-VLA 
antibodies that would exert effects opposite to those of K20. 
We found that 4 out of the 7 other antibodies tested enhanced 
['Hlthymidine incorporation by whole peripheral blood 
mononuclear cells or by highly purified T cells that had been 
stimulated via either CD3 or CD2 (Fig. 2a and c). The 'enhanc- 
ing' monoclonal antibodies, which include HP2/1 reacting with 
the a,-chain, act by increasing the amount of IL-2 released and 
the number of cells carrying the IL2-R (Fig. 3). 

We also observed a profound change in the kinetics of T-cell 
proliferation stimulated by mitogenic CD3 antibodies plus rIL- 
1: an enhancing mAb, 0403. induces a continuous increase in 
the level of ['H]thymidine incorporation over 9 days of culture 
(Fig. 26). It should be noted that this dramatic change in the 
kinetics of [3~]thymidine incorporation could only be seen 
under these particular conditions. The enhancing anti-VLA anti- 
bodies could exert their effect only when the whole T-cell popu- 
lation is cultivated, and not just on separated CD4' or Leu 15- 
subsets (Leu 15 is a T-suppressor cell marker12), that is. in the 
absence of suppressor T cells (Fig. 2d ). In addition, the enhanc- 
ing antibody abrogates the suppression of the proliferation of 
CD4+ cells exerted by mitomycin-treated CDS+ cells (Table 2). 
This action must be directly targeted at CD4+ cells as the 
inhibition is still effective with a large excess of mitomycin- 
treated CD8' cells. 

Thus it seems that the CD29 molecule acU as a receptor 

TABLE 2 Effect of CD29 antihdy on [%lthymldine incorporation by ~.aind 23 - . - t~  3 rn l m .  
untreated CD4+ cells co-cuitured wlth rnitomycin-treated cells. TSU16 1s , - ,,, ,, 109-113 

~ S O  a CD29 antibody 2 Hwn(.c. M. E û i a  1 blol Qim 212.11470-11403 (1987) 
3 S r r h z J r * b l b  F el .L Ew 1 hnmm i* 1343-1349 11W). 

controlling CD4'-cell proliferation. KZO would mimic the 
fixation of the 'physiological' ligand of CD29 that issues frorn 
CD8+ cells, which could be either a surface molecule or a soluble 
ligand, whereas the enhancing antibodies biock its function. 
This conclusion explains observations on the blocking effect of 
the CD29 antibody 4B4 on the suppression induced by CD8+ 
cells on the specific immunoglobulin E response induced by 
CD4' cells13, as well as Our data reported here. 

Within the CD4+ T-cell population, 4B4, together with the 
CD45R antibody 2H4, has enabled two reciprocal subsets to be ' 

distinguished: the CD4' CD29' helper-inducer subset; and the 1 
CD4' CD45R subset acting as suppmsor - ind~ce i~~ .~ ' .  In view 1 
of recent data showing that the CD29+ subset (CD29h'8h) and I 

Cells co-cultured 
with CD4+ cells 

(4x104) Medium 

Mitomycin-treateci C08* d l r  
000 522i7 
2x104 50817 
4 x IO4 40m6 
8x10'  32824 
12 x IO' 12.715 
16 x IO' 8.712 

Mitomydn-treatd C04+ cells 
16 x 10' 51876 

the reciprocal CD45R' subset (CD45Rh''') represent rnemory 
and naïve ~ e l l s ' ~ ~ ~ '  respectively, one can speculate on the role 
of the CD29 molecule in the regulation of the immune response. 
As naïve CD4' cells tend to inhibit. and memory CD4+ cells 
vigorously induce, antibody production, the increase in the 
density of CD29 molecules could act to create a condition that 
renders them susceptible to control by CDS+ cells. This fits with 
Our observation that CD4+ cells must be activated to induce the 

CD29 antibody 
HPa1 

, 

The sorted CD4* ceils were stlmulated with a coatad CD3 antibody plus 
rK-l(50 U ml-'). lncreasing amounts of mitomycin-treated CD8+ or CD4+ 
cells wbre addsd at the SM of the culture. either alone or in the presem 
of different CD29 antibodles (5 )rq ml-'). The results are given in c.p.rn. 
and rspresent ais meam of triplkates of one expariment representaW 
of 3. We exdudad the possibility that suppression might ariso from IL-2 
consumptlon, becauso mitomydn-treated CD4* cells dld not show an inhiEi- 
tory effect and mitomycin-treated C08* did not suppress the 11-2 responso 
of the cytotoxlc T lymphocyte42 line (not shown). 

iS4 

inhibitoq rise of CAMP. Because one of the primary functions 
of the CD29 molecule on CD4' T cells would be to mediate 
an increase in levels of CAMP, we can see why functionally 
specialized leucocyte subsets other than CD4+ cells would 
carry this molecule. K20, or eventually the natural ligand that 
it rnimics, might be a candidate to artificially induce immuno- 
suppression. U 
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El L'activation des 1 ymp hocytes T par les "superantigènes" 

Il existe depuis peu en immunologie un nouvel outil permettant 
d'étudier l'activation des lymphocytes T via le TCR, les "superantigènes". 
Ces proteines issues de bactéries ou de virus, sont capables en se fixant d'une 
part sur les molécules CMH-II et d'autre part sur certaines chaines Vi3 du 
TCR d'activer un pourcentage assez important (10 à 40%) des cellules T, 
d'une manière mimant presque parfaitement l'activation antigénique qui 
elle n'implique au maximum qu'une cellule sur 10 000. . La description 
récente de l'implication d'un "superantigène" viral dans la pathogénèse 
d'un syndrome d'immunodéficience chez la souris, confère à ces proteines 
un intérêt tout particulier dans notre étude. 

1. Des toxines bactériennes mitogènes. 

Depuis quelques années, les immunologistes savent que certaines 
toxines issues de bactéries sont capables d'activer un grand nombre de 
lymphocytes T. Ces toxines sont des proteines produites par différents types 
de bactéries comme les staphylocoques, les streptocoques et les 
mycoplasmes. 



Toxine bactéries maladie ref. 

........................... ---------------- 
Enterotoxines staphylococciques S. auras  

(ES) A, BI Cl, C2, C3, D et E 

Toxine du syrndrome de choc S .  aureus 

toxinique (TSSTI) 

Toxines exfoliante A et B S .  aureus 

Exotoxine pyrogènes A, B et C S .  pyogenes 

M .  arthriditis mitogène M .  arthriditis 

---------------- ----- 
empoisonnement 171 

alimentaire, choc 

choc toxinique 1 72 

syndrome de la peau 173 

brulée 

Fièvre, choc 174 

choc 175 

Ces toxines engendrent chez l'homme et les animaux diverses 
maladies comme les chocs toxiniques (TSST1) ou des infections 
alimentaires (ESA, ESB etc...). Ces toxines possédent des structures 
communes à toutes les toxines étudiées. De plus, la séquence la mieux 
conservée parmi ces toxines située au centre de la chaine polypeptidique, 
présente une homologie avec la partie COOH-terminale de la chaine 
invariante de l'homme et de la souris. Cette chaine invariante est une 
molécule fixée sur les molécules de CMH de classe II au cours de leur 
maturation au sein de I'ergastoplasme. Le rdle de cette chaine invariante 
serait d'empêcher stériquement la fixation de peptides endogenes sur les 
molécules de classe II. La séparation entre la chaine invariante et la 
molécule de classe II à la surface de la cellule permettrait la fixation de 
peptide immunogéniques exogénes (176178). La similitude entre la chaine 
invariante et les toxines mitogénes n'est certainement pas une coincidence 
car ces molécules se fixent elles aussi sur les molécules de classe II du CMH. 

2 .  Ces toxines se fixent sur les molécules de classe II du CMH. 

Toutes ces toxines se fixent avec une affinité plus ou moins grande sur 
les molécules de classe II du CMH. (179-181). On ne cornait pas la structure 
du  complexe formé par l'association toxin-molécule de classe II mais il 
semble que la toxine ne se fixe pas sur la molécule de classe II dans la 
gouttiére formée par un plateau en feuillet D plisse supportant deux hélices 
a servant de réceptacle aux peptides antigéniques. En effet, Deiiabone et coll. 



Figure 1 : Structure hypothétique du complexe formé par la molécule de 
classe II du MHC, le récepteur T et le superantigène. Le schéma montre une 
molécule de classe II en contact avec un récepteur T et une molécule de 
superantigene. L'antigene est figuré dans le site probable de fixation d'un 
peptide antigénique conventionel. 



montrent que la fixation de la ESB sur les molécule de classe II n'empèche 
pas celles-ci de presenter un peptide antigénique à des cellules T (170). Toute 
les toxines ne se fixent pas avec la même affinité sur toutes les molécules de 
classe II. Des expériences de fixation de molécules radiomarquée , de 
coprécipitation et de stimulation de lymphocytes T (182) indiquent que les 
toxines se fixent bien sur les molécules DR, moins bien sur les molécules 
DQ et apparement pas du tout sur les molécules DP. Chez la souris on 
retrouve le même résultat : une bonne fixation sur les molécule 1-E 
(équivalentes des molécules DR) et une moins bonne fixation sur les 
molécules 1-A (équivalentes des molécules DQ humaines)(l70). 

*3. Les toxines se fixent sur les parties VI3 du TCR. 

Si les toxines activent les lymphocytes T, elles n'agissent pas comme 
des lectines. Elles stimulent un pourcentage plus faible de cellules et ne sont 
pas capables de stimuler certains clones (183-185). De plus, leurs potentialités 
mitogéniques nécessitent la présence de cellules exprimant des molécules de 
classe II du CMH. En fait, ces toxines stimulent les cellules T via les régions 
ViS du  TCR. Ainsi chez l'homme, la ESB stimule uniquement les cellules 
porteuses des VB 3, 12, 14, 15, 17 et 20. La spécificité de la toxine est 
uniquement portée par la partie V8, les autres parties d u  TCR ne sont pas 
impliquées dans cette fixation (186,187). La spécificité des différentes toxines 
pour les VB est montrée dans le tableau suivant (170): 

.................................................... 
spécificité VB 

Toxine 
---------------- ---------------- 

Homme Souris 
---------------- ---------------- 
SEA ? 
SEE 5.1,6.1-3,8,18 
SED 5,12,? 
SEB 3,12,14,15,17,20 
SEC1 12,? 
SEC2 12,13.1,13.2,14,15,17,20 
SEC3 5,12,? 
TSSTl 2 
EXFT 2 
MAM ? 



Mais cette situation n'est pas aussi simple. Par exemple, il n'est pas 
possible d'activer directement les cellules T avec des toxines même lorsque 
celles-ci sont fixées au fond des plaques de cultures. La nécessité des 
molécules de classe II d u  CMH peut s'expliquer de deux façon non 
exclusives. 

-Soit la toxine seule est incapable de se fixer sur le TCR, elle doit donc 
subir un changement de conformation lors de son interaction avec les 
molécules du CMH-II lui permettant de se fixer sur les TCR. Ce cas de figure 
se retrouve lors de l'interaction du TCR avec le complexe antigène-CMH. 
En effet ni la molécule d u  CMH, ni le peptide antigénique séparés ne sont 
capables de se fixer sur la cellule T, seul le complexe se fixe sur le TCR. 

-Soit, comme dans le cas d'une activation induite par des anticorps 
CD3, la mobilisation du complexe TCR-CD3 ne suffit pas et il faut y ajouter 
les signaux d'activation fournis par les molécules présentes à la surface des 
cellules accessoires. Dans ce cas, ce n'est plus la molécule de classe II du  
CMH qui est nécesaire mais la cellule porteuse de cette molécule. Des 
expériences utilisant soit des molécules du CMH solubles ou insérées dans 
des bicouches lipidiques soit des cellules se comportant comme des APC 
strictes, comme les fibroblastes traités à l'interféron y permettraient de bien 
séparer ces deux solutions. 

'4. Des proteines virales se comportent comme des 
"superantigènes" 

En 1973, Festenstein (188) montra qu'en mélangeant les cellules 
spléniques de deux types de souris présentant pourtant les mêmes CMH, on 
pouvait observer une prolifération. Les antigènes ainsi mis en évidence 
furent appelés Mls pour minor lymphocytes stimdating antigens. Par la 
suite, d'autres antigens Mls furent découverts chez la souris : les antigenes 
Mls la, 2a et 3a se fixent s u  les molécules de classe II (sauf dans l'haplotype 
q) et se présentent sous la forme de 2 allèles a et b, ainsi qu'au moins 4 
autres antigens Mls produits par les cellules B et qui se fixent sur les 
molécules 1-E de toutes les souris (189). Bien que l'équivalent de  ces 
antigènes n'ait jamais pu être mis en évidence chez l'homme, de  
nombreuses théories ont tenté de trouver un r81e physiologique à ces 
"superantigènes" endogènes (170). 

Tout récemment, la découverte (190-193) de l'origine rétrovirale de ces 
molécules a tout remis en question. En effet, L'équipe de P. Marrack décrit 



un nouveau superantigène qui est transmit verticalement dans des lignées 
murines connues pour leurs transmission active du virus des tumeurs 
mammaires de souris (MMTV). Les souris débarrassées de ce retrovirus 
n'expriment plus le superantigène. Il existe donc un lien entre le MMTV et 
les superantigènes. Les équipes de Frankel W.N., Palmer E. et Tomonari 
ont montré indépendamment que des superantigènes endogènes impliqués 
dans des délétions clonales au sein du thymus étaient génétiquement 
inséparables de séquences rétrovirales endogènes faisant partie de la famille 
des MTV. 

D 'autre part, un autre superantigène d'origine retrovirale a été mis en 
cause dans la pathogénie d'un syndrome d'immunodéficience chez la 
souris. 

05. Mise en évidence d'un superantigène dans un modèle de 
SIDA murin. 

L'infection de certaines souches murines avec un mélange de virus 
réplication-compétent et réplication-incompétent du virus de la leucemie 
murine (MuLV) entraine un syndrome d'immunodéficience acquise appelé 
MAIDS par les anglosaxons. Ce syndrome est caractérisé par une activation 
polyclonale des lymphocytes T et B suivit d'une immunodéficience, d'une 
régulation anormale de la synthèse de cytokines et de la formation tardive 
de lymphomes B chez certains animaux. En étudiant ces lymphomes B, 
l'équipe de H.C. Morse III (194) a pu montrer que certains d'entre-eux 
étaient capables de stimuler les lymphocytes T. Cette activation est restreinte 
aux cellules CD4+ porteuses du Vi35, une caractéristique des superantigènes. 
D'autre part, l'utilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre les 
proteines virales a permis de montrer que la proteine gag de 65 kDa d u  
virus défectif était responsable de ce phénomène. 
. Des molécules de type "superantigène" n'ont pas pu être mise en 
évidence dans le cas du virus de l'immunodéficience humaine. Par contre 
ce modèle murin d'immunodéficience peut nous permettre que mieux 
comprendre la physiopathologie de la maladie humaine. On sait (195) que 
l'injection de "superantigènes" comme la ESB entraine chez la souris, une 
phase de prolifération des cellules CD4+ suivit très rapidement par une 
diminution du nombre de  ces cellules victimes d'un phénomène 
d'apoptose (cf infra). Ainsi, même si le mécanisme d'induction peut-être 
différent, le déclanchement d'une mort programmée dans les cellules CD4+ 



par le VIH pourrait être à l'origine du syndrôme d'immunodéficience (cf 
infra). 
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F] L'apoptose dans le système immunitaire 

La mort cellulaire est un phénomène essentiel non seulement lors du  
développement embryonnaire, du remaniement de certain organes, de la 
sélection des cellules compétentes dans le système immunitaire ou d u  
vieillissement mais aussi dans des processus pathologiques comme les 
maladies dégénératives. 

La mort cellulaire peut survenir par nécrose, par apoptose et peut-être 
même par d'autres mécanismes discutés par Wyllie A.H.096). Dans la 
nécrose, les cellules meurent fréquemment par groupe probablement parce 
que l'ischémie et l'hypoxie en sont des stimuli déclancheurs fréquents. La 
membrane plasmique perd progressivement sa perméabilité sélective et on 
observe une perte du matériel intracellulaire. Ces proteines, notamment 
certaines proteines mitochondriales activent le complément et déclanchent 
une réaction inflammatoire dans le tissu sain adjacent. 

L'apoptose survient dans tous les cas où1la mort est physiologique : 
-durant l'embryogénese, 
-dans des tissus adultes en voie d'atrophie suite à des actions 
hormonales ou autres, 

-dans les cibles des cellules T cytotoxiques 
-et lors de la maturation des lymphocytes T dans le thymus et des 
lymphocytes B dans les centres germinatifs des ganglions. 

Ce terme a été choisit pour distinguer ce type de mort cellulaire de la 
nécrose et pour montrer son caractère particulier de mort programmée 
physiologique. En effet "apoptosis" dérive du mot grec utilisé pour décrire 
"la chute des feuilles des arbres". 

Au cours d u  phénomène d'apoptose, la densité des cellules augmente 
avec une exportation d u  contenu de la cellule et une diminution d u  
volume cytoplasmique. On remarque la dilatation du  réticulum 
endoplasmique, la formation de bulles à la surface de la cellule et la rupture 
de la cellule en fragments qui conservent une membrane plasmique intacte. 
La chromatine se condense, le centre fibrillaire et les portions granulaires d u  
nucléole se séparent les uns des autres. Dans les tissus, les cellules 
apoptotiques ne provoquent pas de réactions inflammatoires mais sont rapi- 
dement reconnues et phagocytées par les macrophages ou d'autres cellules 
voisines (197). 



Les stimuli qui induisent ces changements varient d'un type cellulaire 
à l'autre, mais nombre d'entre eux sont d'ordre physiologique et certains 
peuvent-être inhibés par divers agents inhibant la synthèse proteique dont 
la cycloheximide et l'actinomycine D. 

Les changements nucléaires sont presque certainement provoqués par 
l'activation d'une endonucléase qui clive l'ADN dans les zones de fragilités 
entre les nucléosomes donnant le profil caractéristique en électrophorèse 
d'un ADN fragmenté en multiples de 200 paires de bases (représentant la 
ongueur d'un nucl6osome). 

1. L'apoptose dans le selection du repertoire T au sein du 

La découverte de cellules apopotiques dans le thymus a suggéré que le 
écanisme de mort cellulaire programmée connu dans l'embryogénèse 
ait un phénomène plus général participant à certains mécanismes 

réactives capables 
maitre des antigènes du soi doivent être éliminées. L e  mécanisme 

de sélection le plus logique est d'induire la mort de la cellule lors de la 
econnaissance de l'antigène. Dans ces conditions le mécanisme d'apoptose, 

parce qu'il épargne les cellules adjacentes serait le plus approprié. Nous 
allons analyser ici les données qui ont permis de confirmer cette hypothèse. 

1.1. La premiere découverte de thymocytes apoptotiques. ' 

En 1980, Wyllie (198) montrait que des thymocytes traités à la 
méthylprednisolone in vitro mouraient par un phénomene d'apoptose. Le 
glucocorticoïde induisait l'activation d'une endonucléase capable de 
fragmenter l'ADN des thymocytes en multiples de 200 paires de bases. Dans 
des études ultérieures, il caractérise mieux la morphologie et les propriétés 
de ces thymocytes apoptotiques (199). Ces cellules deviennent plus denses, la 
chromatine fragmentee se condense et le cytoplasme se réduit. Ce.phéno- 
mène était deait alors comme un mécanisme gendral d'involution des 
organes sous une influence hormonale. 

il a fallu attendre 1989 pour voir apparaitre les premières desaiptions 
de l'implicatikn de ce phénomène dans la maturation des cellules T au sein 
du thymus 



e1.2. Des anticorps CD3 induisent une mort par apoptose dans 
les thymocytes immatures. 

Lorsque C.A. Smith et ses coll. (200) ont commencé leurs travaux on 
savait déjà que les cellules autoréactives au sein du thymus étaient 
éliminées par un mécanisme inconnu (201,202). De plus si les anticorps CD3 , 

sont capables d'induire la prolifération des lymphocytes T matures, il ne 
font pas proliférer les thymecytes. Pourtant ces anticorps induisent dans les 
thymocytes une augmentation du Ca2+ intracytaplasmique, un 
messager capable d'induire l'apoptose (203). Dans des cultures de lobes 
thymiques, des anticorps CD3 induisent la mort d'environ 45% des cellules. 
Cette mort est accompagnée d'une fragmentation de l'ADN en multiples de 
200 paires de bases et touche presque exclusivement les celluies immatures 
CD4+8+. Ces travaux ont été par la suite confirmé par D.J. McConkey et coll. 
(204) qui montrent en outre que l'addition d'un activateur de la PKC est 
capable d'inhiber l'apoptose induite par les anticorps CD3 ou le 
Ca2+ionophore et permet la prolifération des thymocytes, et par Y. Shi et 
coll. (205) qui montrent aussi que la cyclosporine A est capable d'inhiber ce 
phénomène. 

*1.3. Les superantigènes et les antigenes sont capables 
d'induire l'apoptose dans les thymocytes immatures. 

L'induction de l'apoptose par l'activation du  complexe CD3-TCR dans 
les thymocytes immatures peut également être mise en évidence en 
utilisant des "superantigènes" comme la ESB. Ainsi E.J. Jenkinson et ses 
collaborateurs ont pu montrer que l'addition de ESB sur des cultures de 
lobes thymiques induisait une dégradation du DNA en fragments de 200 
paires de bases et que l'on observait une disparition des cellules portant le 
Vi38 reconnu par la ESB (206). 

Plus récemment, en utilisant des souris transgéniques pour un 
récepteur T reconnaissant un peptide particulier, Murphy a pu montrer que 
l'injection de ce peptide induit la mort par apoptose de thymocytes et la 
disparition des cellules porteuses d u  transgène (207). Ainsi, la 1 

\ 
reconnaissance de l'antigène par les cellules thymiques immatures conduit , 
à leur suiade par un processus d'apoptose. 



2. Les signaux d'activation entrainant l'apoptose 

Le déclanchement de l'apoptose dans les thymocytes immatures peut 
se faire en utilisant les glucocor ticoides, les Ca2+ionophores et l'antigène ou 
des anticorps CD3. Tous ces stimuli ont pour caractéristique commune 
d'augmenter durablement la concentration de Ca2+ intracellulaire. Nous 
avons vu que lors de l'activation des lymphocytes T matures, le signal 
calcique (fournit par exemple par les anticorps CD3) doit être complément4 
par une activation de la PKC (fournit par l'IL1 ou les molécules presentes à 

la surface des cellules accessoires). Il n'est donc pas étonnant que l'addition 
de PMA (un activateur de la PKC) ou d'IL1 soit capable d'inhiber l'induction 
de l'apoptose et de permettre la prolifération des thymocytes immatures 
(208). Il existe un autre second signal dans l'activation des lymphocytes T, le 
CAMP qui lorqu'il est seul fournit un signal négatif alors qu'en conjonction 
avec une activation de la PKC il permet l'activation de la cellule. Or 
l'augmentation du CAMP dans les thymocytes immatures induit leur mort 
par apoptose et l'addition d'IL1 qui active la PKC inhibe ce phénomène 
(209). Ces observations ont conduit l'équipe de D.J. McConkey présenter 
un modèle dans lequel l'activation incomplète des thymocytes entraine leur 
mort par apoptose alors que l'addition d'un second signal permet leur 
activation (210). 

Cette hypothèse est confortée par la démonstration récente selon 
laquelle si les cellules épithéliales du cortex thymique sont capables de 
présenter correctement l'antigène (210, elles sont incapables de fournir les 
signaux accessoires permettant d'activer la PKC et donc de faire proliférer les 
cellules T matures. Il est à noter pourtant qu'il est possible d'induire 
l'apoptose des thymocytes immatures en utilisant des APC issus d'une rate 
fournissant un signal complet. (212). La capacité à subir l'apoptose 
proviendrait donc plus d'un défaut du thymocyte à recevoir un signal 
complet qu'à une mauvaise présentation de l'antigène par les cellules 
épitheliales d u  cortex, les deux événements pouvant évidemment être 
concommi tants. 

.3. La mort cellulaire programmee dans le système 
immunitaire. 

Les cellules du  système immunitaire se renouvellent et subissent des 
transformations tout au long de la vie. Il existe un certain nombre d'étapes 



dans la maturation et le fonctionnement du système immunitaire au cours 
desquelles les cellules sont susceptibles de mourir par des processus 
physiologiques programmés. Nous allons examiner plusieurs de ces 
mécanismes. 

e3.1. L'activation des hybridomes T par le TCR provoque 
l'apoptose 

Les hybridomes T résultent de la fusion entre des cellules T normales 
et une lignée cellulaire thymique immature. L'activation de ces cellules par 
des anticorps dirigés contre le complexe CD3-TCR induit leur mort par 
apoptose. Dans ces cellules, la dexaméthasone provoque également 
l'apoptose. De façon surprenante, Ashwell a trouvé que le traitement 
simultané par ces deux facteurs n'induit pas l'apoptose. Les deux voies 
d'induction doivent dsnc être différentes et antagonistes. Pourtant le 
traitement par les anticorps CD3 n'inhibe pas la translocation du récepteur 
aux glucocorticoïdes vers le noyau de la cellule ni la transcription d'un 
vecteur d'expression portant des séquences de  réponse aux 
glucocorticoïdes.(213). 

e3.2. Maturation des cellules B lers de la répense anticorps. 

Les lymphocytes B naïfs répondent à un antigène en proliférant, et 
chaque division cellulaire s'accompagne d'un taux significatif de mutation 
au niveau des loci codant les immunoglobulines. Les cellules 
nouvellement mutées ont une probabilité élevée de mourir par apoptose 
sauf si leur survie est stimulée probablement par l'antigène. Dans les 
ganglions, ce sont les cellules folliculaires dendritiques qui présentent les 
antigènes aux lymphocytes voisins. A la suite d'une stimulation 
antigénique in vivo, on observe de nombreuses cellules B en division au 
niveau du  centre folliculaire, ainsi qu'un certain degré d'apoptose. Les 
cellules B d'un follicule peuvent toutes provenir d'un précurseur unique. 
Les cellules B située au centre du follicule, les centrocytes, donneront 
naissance, après une stimulation antigénique, aux cellules plasmatiques qui 
sortiront du ganglion. Si les centrocytes ne rencontrent pas d'antigène à ce 
moment, elles meurent par apoptose. Liu et coll. ont pu montrer que les 
centrocytes humains isolés en culture en dehors de toute stimulation 
meurent tous par apoptose. Leur survie peut-être améliorée par l'activation 



avec une anti-immunoglobuline M (mimant l'antigène) (214). Les anticorps 
CD40 favorisent également la survie et la différentiation de ces cellules. En 
utilisant ces anticorps en conjonction avec de l'IL4, Banchereau et al. sont 
même parvenu à produire des cultures à long terme de lymphocytes B 
normaux (215,216). 

03.3. Les facteurs de croissance agissent en prévenant 
l'apoptose. 

La culture in vitro de cellules souches hématopoïétiques et de certaines 
lignées cellulaires n'est réalisée qu'en ajoutant à la culture cellulaire 
différents facteurs de croissance. Lorsque ces cellules sont privées de ces 
facteurs de croissances elles meurent activement par apoptose (217-219). 
Cette mortalité cellulaire qui peut-être inhibée par la cycloheximide, un 
inhibiteur de la synthèse proteique, est un phénomène actif nécessitant la 
synthèse de proteines. 

03.4 Le gène bcl-2 : un oncogène capable de prévenir 
l'apoptose. 

Les différentes translocations chromosomiques sont souvent associées 
à des lymphomes particulier. La translocation chromosomique la plus 
souvent associée à des lymphomes B humain est la translocation t[14;18] 
[q32;q21] retrouvée dans à peu près 85% des lymphomes B folliculaires et 
20% des lymphomes B diffus. Cette translocation se produit au cours du 
développement des cellules pré-B au moment du réarrengement des gènes 
des imunoglobulines. Le résultat de cette translocation est d'ammener le 
gène codant pour bcl-2 à coté du gène codant pour les chaines lourdes des 
immunoglobulines. On observe alors la production d'un ARNm hybride 
bcl-2-Ig et la synthèse de la proteine bcl-2 de 25 kDa. Jusqu'à récemment 
l'oncogénècité de bcl-2 n'était pas connue. Des expérience de transfections 
ont permis de savoir que le gène bcl-2 permettait la survie des cellules 
hématopoïétiques privées de leur facteur de croissance (dans ce cas il 
s'agissait d'une cellule myeloïde dépendante de l'IL3) et, en coopération 
avec l'oncogène c-myc, d'immortaliser les cellules pré-B (220). Ces résultats 
ont par la suite étaient confirmés, d'une part l'utilisation de souris 
transgénique a permis de montrer que la coopération des ghnes bcl-2 et c- 
myc induisait des tumeurs lymphoïdes (221). Le gène bcl-2 agit en 



prolongeant la survie des cellules B et le gène c-myc induit leur 
prolifération continue. 

D'autre part des expériences de transfection du gène bcl-2 dans 
différentes lignées dépendantes de facteurs de croissance ont permis de 
montrer que son effet sur la survie des lignées était assez général (il 
prolonge la survie des lignées lymphoïdes, myeloïdes ou mastocytaires 
dépendantes de l'IL3, du GM-CSF, ou de 1'114) mais non universel (il 
n'empèche pas la mort des lignées lymphoïdes dépendantes de l'IL2 ni celle 
des myelomes dépendant de lvIL6)(222). 

e3.5. cytolyse médiée par les lymphocytes. 

On connait à l'heure actuelle 3 mécanismes par lesquels les 
lymphocytes pourraient tuer leurs cellules cibles : 

-un mécanisme nécessitant une interaction directe entre la cellule 
cible et la cellule effectrice, qui pourrait résulter en l'insertion de molécules 
formant des pores : les perforines, dans la membrane cytoplasmique des 
cibles. 

-l'interaction directe entre le lymphocyte et sa cible provoquant 
l'apoptose de cette dernière par un ou des mécanisme(s) perforines- 
indépendant(s). Ce processus, cependant diffère de l'apoptose décrite dans 
d'autres situations, par exemple dans le cas de la lyse des thymocytes 
induites par les glucocorticoïdes dans le sens oh il est plus rapide (quelques 
minutes au lieu de quelques heures) et qu'il ne nécessite pas la synthèse de 
proteines. (223,224). 

-La production de lymphotoxines par des cellules qui ne doivent pas 
entrer en contact direct avec la cible, les lymphotoxines induisant alors 
l'apoptose de certaines cellules (cf infra). 

Il se peut que chacun de ces mécanismes lytiques soient actifs dans 
certaines circonstances, mais aucun d'entre-eux ne peut rendre compte à lui 
seul de toutes les activitées observées. L'activité cytotoxique des phagocytes, 
qui dépend de la production de molécules toxiques réductrices de l'oxygène, 
et de l'action d'enzymes lysosomiales, est distincte de ces mécanismes de 
cytolyse à médiation lymphocytaire. 

L'activité cytolytique qui nécessite une interaction directe entre la cible 
et le lymphocyte effecteur, peut-être assurée par trois types de lymphocytes 
différents : -les lymphocytes T CD8+ qui reconnaissent spécifiquement les 



antigènes peptidiques présentés en association avec les molécules de classe 1 

du CMH. 
-les lymphocytes T CD4+ qui sont activés par les peptides antigéniques 

associés au molécules de classe II du CMH. 
-Les lymphocytes non-T, non-B, qui sont appelés cellules K ou NK et 

qui peuvent être activées par l'intermédiaire de leur récepteur pour la partie 

Fc des Ig G et tuer ainsi des cibles recouvertes d'anticorps ou encore tuer des 
cibles grâce à leur activité NK (naturel killer). Le système de reconnaissance 
responsable du déclanchement de l'activité reste obscur. 

3.6 Le TNF induit l'apoptose dans les cellules tumorales. 

La mort cellulaire induite par le TNFa est différente del'apoptose 
classiquement décrite dans les autres systèmes celulaires. L'appellation du 
TNFa provient de sa capacité à induire une nécrose hémorrhagique dans 
certaines tumeurs. Mais le TNFa est également capable de tuer certaines 
cellules non transformées, il est également reconnu comme un médiateur 
important dans l'immunité et les processus inflammatoires. La cytotoxicité 
du TNF pour les lignées cellulaires en culture n'est pas générale et certaines 
lignées sont resistantes à l'action cytotoxique du TNF. Le TNF induit dans 
les lignées sensibles une mort cellulaire qui peut prendre les caractéristiques 
de la nécrose ou celles de l'apoptose suivant les lignées étudiées. 
Contrairement à l'apoptose décrite lors de la différentiation cellulaire, 
l'apoptose induite par le TNF n'est pas inhibée par les inhibiteur de 
synthèse proteiques. Bien au contraire, ces inhibiteurs de synthèse proteique 
ou dtARn augmentent la cytotoxicité du TNF et peuvent même rendre 
sensibles des cellules resistantes comme les fibroblastes. Les cellules 
resisitantes au TNF synthétisent donc des proteines à durée de vie courte 
qui permettent de protéger la cellule de l'effet cytotoxique du TNF Parmi 

ces molécules, le meilleur candidat serait la manganèse super-oxyde 
dysmutase (Mn SOD) (225). Cette proteine mitochondriale est impliquée 
dans le "scavenging" des radicaux superoxyde. L'expression plus importante 
de cette molécule rend les cellules resistantes à l'action combinée du TNF et 
de la cycloheximide. De plus, l'utilisation d'ARN antisens rend sensibles au 
TNF des cellules normalement resistantes et ceci en l'absence de 
cycloheximide. D'autre part, il existe une forte corrélation entre un taux 
élevé de glutathion intracelulaire, et la resistance de la cellule à l'action 
cytotoxique du TNF. L'ensemble de ces résultats suggèrent que la sensibilité 



cellulaire au TNF dépend au moins en partie de la capacité de la cellule à 

limiter les attaques oxydatives cequi signifie que l'action cytolytique du  TNF 
passe par la formation de superoxydes(226). 

3.7 Molécules de surface déclanchant la mort cellulaire. 

Plusieurs molécules de surface cellulaire, lorsqu'elles fixent leur ligand 
ou un anticorps sont capables de transduire un signal de mort cellulaire, 
parmi celles-ci : le récepteur de la cellule T, les immunoglobulines de 
surface et les récepteurs du TNF sont traités plus haut. Un autre exemple a 
été décrit par P.H. Krammer (227,228). Ils ont produit un anticorps 
monoclonal, l'anti-APO-1, qui reconnait un antigène de surface cellulaire, 
1'APO-1, d'environ 50 kDa, présent à la surface de nombreuses cellules 
humaines normales et malignes. L'antigène APO-1 a été purifié et séquencé. 
Il s'agit d'une nouvelle molécule. L'anti-APO-1 n'induit l'apoptose par 
pontage de l'antigène APO-1 que dans certaines cellules qui expriment la 
molécule APO-1. Cette observation s'applique notamment aux cellules T 
normales activées ainsi qu'à une variété de tumeurs lymphoïdes in vitro. 
Injecté à des souris nu/nu ou SCID portant de larges xénotransplants de 

tumeurs lymphoïdes humaines, l'anti-APO-1 élimine ces tumeurs en 
quelques jours. D'après les examens histologiques, le mécanisme de 
l'élimination de la tumeur in vivo semble être l'induction de l'apoptose. 
Ainsi les travaux sur le système APO-1 pourrait mener d'une part à une 
compréhension meilleure des bases moléculaires de l'apoptose, et d'autre 
part à l'utilisation thérapeutique de I'anti-APO-1 contre les tumeurs. 

3.8 L'apoptose dans les cellules T matures. 

On a longtemps cru que seules les cellules T immatures étaient 
capables de mourir par apoptose. En effet, ni les glucocorticoïdes, ni 
l'activation du complexe CD3-TCR n'induisent d'apoptose dans les 
lymphocytes T matures. La seule description de cellules T matures mourant 
par apoptose a longtemps été celle fournie par Duke (218) sur les lignées T 

dépendantes de l'IL2. 
Récemment, Newell et coll. (229) ont établi dans un modèle murin que 

I'aggrégation préalable des molécules CD4 par des anticorps monoclonaux, 
suivie par l'activation de la cellule au moyen d'anticorps dirigés contre le 
récepteur T entraine une diminution de l'incorporation de thymidine et la 



fragmentation du  DNA des cellules. En revanche, l'activation induite par 
des anticorps CD3 n'est pas modifiée par l'aggrégation des molécules CD4. 
Bien que le mécanisme par lequel agit la molécule CD4 ne soit pas clair, c'est 
la première fois qu'il est possible d'induire de l'apoptose dans des cellules T 
matures au repos. D'autre part, si le rôle physiologique de ce système n'est 
pas clair, il peut s'appliquer avec quelques réserves au cas de 
l'immunodéficience humaine. En effet le VIH possède une proteine capable 
de se fixer sur la molécule CD4 et responsable pour de nombreux auteurs 
des principaux effets immunosuppresseurs du virus. Il est possible 
d'imaginer que la molécule gp120 de VIH agglutine les molécules CD4 à la 
surface des lymphocytes T comme les anticorps CD4 dans le modèle décrit 
par Newell et co11.(229) et que l'activation ultérieure de la cellule lors de sa 
rencontre avec l'antigène entraine sa mort par apoptose. 

D'autre part, l'équipe de C.A. Janeway Jr. (230) a utilisé des anticorps 
monoclonaux dirigés contre le complexe CD3-TCR pour étudier leur effet 
sur un clone murin T helper de type 1 (Les clones CD4+ helper de la souris 
ont pu être séparés en 2 populations d'après les interleukines qu'ils étaient 
capables de synthétiser : IL2, IFNy pour les Thl; IL4, IL5 pour les Th2 (231) en 
présence ou en l'absence de cellules accessoires. Leurs résultats montrent 
que la fixation des anticorps sur le TCR en l'absence de cellules accessoires 
induit une mort cellulaire rapide. Cette mort cellulaire peut-être inhibée par 
l'addition de cellules accessoires qui permettent alors la prolifération des 
cellules. La mort est inhibée par la cyclosporine A et des anti-IFNy et elle est 
restaurée en ajoutant de 1'IFNy exogène aux cellules traitées par la 
cyclosporine A. Ces résultats montrent que 1'IFNy joue un rôle important 
dans la mort cellulaire induite par l'activation via le TCR des cellules 
blastiques T en l'absence de cellules accessoires. Les auteurs proposent que la 
mort cellulaire induite des cellule T effectrices soit un troisième mécanisme 
de tolérance qui s'ajoute à la délétion clonale thymique et à l'inactivation 
des cellules naïves périphériques par anergie. 

84 Rôles relatifs de llIFNy et de l'IL2 dans l'induction d'une 
mort programmée par apoptose des cellules T à différents stades de 
diff érentiation. 

Résumé de l'article 4 

L'induction de la prolifération des lymphocytes T nécessite à la fois la 
mobilisation du complexe CD3-TCR et un signal additionnel fourni par les 



cellules accessoires. Cependant, la mobilisation du TCR peut conduire à 

différentes réponses cellulaires en fonction du stade de maturation ou 
d'activation de la cellule T: 

-lors du développement des lymphocytes T dans le thymus, la 
déplétion des clones autoréactifs se produit, lors de la mobilisation du  TCR, 
par l'induction d'une mort par apoptose. En revanche, si on ajoute des 
cosignaux comme l'IL1 ou le PMA on induit la prolifération des cellules 
(208). 

-pour les cellules T matures, certains auteurs ont montré que la 
mobilisation du TCR en l'absence de cosignal entraine une anergie des 
cellules qui ne peuvent plus proliférer en réponse à l'antigène en l'absence 
d'IL2 exogène(232). 

-récemment les équipe de Janeway C.A.(230) et de Russel J. (233) ont 
montré que la mobilisation du TCR de clones murins T CD4+ (pour Janeway 
C.A.) ou T CDS+ (pour Russel J.) en l'absence de cellules accessoires 
entrainait leur mort par apoptose. Cette induction peut-être inhibée par 
l'addition de cellules accessoires, par la cyclosporine A et par des anti-IFNy. 

Nous avons tenté, dans un modèle humain de mieux comprendre ces 
différentes modalités d'induction d'une mort cellulaire par apoptose dans 
des cellules T. 

Nous avons étudié l'effet de la mobilisation du TCR en l'absence de 
cosignal dans quatre types cellulaires : 

- des thymocytes matures (phénotype CD4+8- ou 4-8+) 
- des lymphocytes T du sang périphérique (PBLT) 
- des lymphoblastes PHA (phénotype CD4+8- ou 4-8+) 
-des lignées T dépendantes de l'antigène (phénotype CD4+8-) 
Nous avons pu mettre en évidence que : 
-La mobilisation du complexe CD3-TCR (réalisée par des anticorps CD3 

fixés au fond des plaques de culture) entraine la mort par apoptose dans les 
thymocytes, les lymphoblastes et les lignées T, alors que les PBLT restent 
apparemment au repos sans signes de mort cellulaire. 

-Cette mort est inhibée par l'ILI, l'IL2 et les cellules accessoires (qui 
permettent également la prolifération des cellules) ; et par la cyclosporine A 
et les anti-IFNy. Ces résultats confirment donc ceux obtenus chez la souris. 

Pour mieux comprendre le rôle joué par les différentes interleukines 
dans l'induction de la mort par apoptose des lymphocytes T, nous avons 
étudié leur synthèse lors de la mobilisation du TCR. 



-La mobilisation du TCR en l'absence de cosignal dans les thymocytes 
matures et les lymphoblastes induit la synthèse d'IFNy (mise en évidence 
par dosage dans les surnageants de culture et par northern blot) mais pas 
celle d'IL2. Par contre l'addition du cosignal (ici l'ILI) permet la synthèse 
d'IL2 qui entraine la prolifération des cellules. En revanche, la mobilisation 
du TCR en l'absence de cosignal dans les PBL T au repos n'entraine pas de 
synthèse d'IFNy, l'addition d'IL1 permet la synthèse d'IL2 et d'IFNy 
induisant la prolifération des cellules. 

La CsA ayant pour propriété d'inhiber la synthèse des interleukines 
sans inhiber l'expression de leur récepteur par exemple le récepteur pour 
l'IL2, nous l'avons utilisée pour mieux cerner l'effet de l'IL2 et de 1'IFNy sur 
ces différents types cellulaires que nous avons cultivés en présence 
d'anticorps CD3 fixés et de CsA. Nous n'avons observé ni synthèse 
d'interleukines, ni prolifération, ni mort cellulaire. L'addition d'IL2 permet 
la prolifération de ces différents types cellulaires alors que l'adition d'IFNy 
induit une mort cellulaire par apoptose. De plus, même sur des PBLT 
stimulés par des anticorps CD3 en présence de monocytes, l'addition 
conjointe de CsA et d' IFNy entraine la mort des cellules par apoptose, alors 
que l'addition d'IL2 permet leur prolifération. 

Ces résultats permettent d'envisager un modèle où sur des cellules T 
activées, la présence d'IFNy en l'absence d'IL2 induirait une mort cellulaire 
par apoptose. 

En résumé, nous avons étudié trois modèles différents d'induction de 
l'apoptose dans les cellules T à différents stades de maturation ou 
d'activation. Dans chacun de ces modèles, il existe un mécanisme commun 
d'induction qui nécessite la présence, sur les cellules activées, d'IFNy en 
l'absence de sécrétion d'IL2. Cette condition est réalisée soit par le retrait de 
l'IL2, soit par une activation incomplète de la cellule lui permettant de 
synthétiser de 1'IFNy et pas d'IL2. D'autre part la connaissance de ces 
différents modèles d'induction d'une mort cellulaire in vitro peut avoir 
une certaine importance dans la compréhension de certains phénomènes 
physiologiques : 

-La sélection clonale dans le thymus et son rapport avec l'induction 
d'une mort programmée par apoptose a déjà été longuement étudié. 

-L'induction d'une mort cellulaire par apoptose après retrait d'un 
facteur de croissance a elle aussi été longuement décrite mais dans le cas 
particulier des cellules T ce phénomène peut très bien avoir une importance 
physiologique. En effet, lors de l'activation des cellules in vivo, il existe 



souvent une activation des cellules voisines dûe à la sécrétion de cytokines. 
On peut donc penser que ces cellules en l'absence d'un stimulus ultérieur 
sont éliminées par un phénomène de suicide (l'apoptose) et n'interfèrent 
pas avec la réponse spécifique à l'antigène. 

-La présentation de l'antigène en l'absence de signaux accessoires est 
une caractéristique des cellules tissulaires non lymphoïdes. Notre 
observation montrant le suicide des lymphocytes activés lors de la 
mobilisation du  TCR en l'absence de cosignal suggére que ce mécanisme 
peut jouer un rôle dans l'élimination des lymphocytes dirigés contre des 

antigénes tissulaires. Ce mécanisme, avec la délétion clonale thymique et 
l'anergie périphérique des cellules naïves, serait un troisième mécanisme 
servant à éliminer les cellules autoréactives. 
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Summary  

Mobilization of the CDSITCR cornplex of CD4-CD8 single positive 

mature medullary hurnan thymocytes leads to an activation-induced cell 

death process by apoptosis. We observed that apoptosis could also be 

induced in hurnan mature activated T cell lines by CD3 mobilization in 

the absence of accessory cells. In both cases, apoptosis was associated 

with lFNy gene expression and secretion in the absence of IL-2 gene 

expression and secretion. Addition of anti-IFNy antibody prevented cell 

death, but did not lead to a proliferative response to CD3. Addition of 

IL-2 both prevented death by apoptosis and allowed proliferation to CD3 

mAb, without rnodifying lFNy secretion. Addition of IL-1 had the same 

effect, and was shown to induce gene expression and secretion of IL-2. 

CD3-mediated apoptosis was prevented by cyclosporin A (CsA). Addition 

to CsA-treated cells of lFNy induced apoptosis, and addition of both IFNg 

and IL-2 prevented apoptosis and allowed T cell proliferation to CD3. 

These results suggest that the uncoupling of lFNy and IL-2 gene 

expression following CD31TCR mobilization plays a similar role in 

apoptosis of human T cells at different developmental and activation 

stages. We propose that cosignals provided by accessory cells are 

needed to allow a coupling of IL-2 gene and lFNy gene expression, and 

that an essentiel role of IL-2 secretion in T cell activation and 

proliferation involves the inhibition of the death program under the 

control of IFNy. 



An important question in T cell biology is how TCR mobilization can 

lead to a variety of consequences, depending on the developmental stage 

of the T cell, and on the nature of cosignals provided by accessory cells. 

In mature peripheral T cells, the presence of second signals provided by 

antigen presenting cells (APC), including IL-1, leads to cell 

proliferation (1-3); the absence of cosignal leading to anergy (4-7), a 

rnechanism involved in the prevention of autoreactive response in 

peripheral T cells. Whereas, in thymocytes, TCR mobilization can lead 

to the induction of prograrnmed cell death by apoptosis, a process 

accounting for the negative selection of the TCR, that participates into 

the establishment of self-tolerance (8-1 0). Recent evidences obtained 

in vitro and in vivo in murine and human models indicated that 

activation can also lead, in mature peripheral T cells, to a cell deletion 

process that has been, in sorne instances, characterized as apoptosis 

(11,12). These findings have risen two sets of questions. The first 

concerns the possible role of activation-induced mature T-cell deletion 

in the regulation of immune responses, in the maintenance of self- 

tolerance, and also in the pathogenesis of murine and human retroviral 

diseases (13,14); Another question concerns the nature of mechanisms 

involved in activation-induced mature peripheral T-cell death, and their 

possible relations to those leading to thymocyte apoptosis. Two reports 

have suggested a role for lymphokines in the response of mature 

thymocytes and of activated mature peripheral T cells to CD3/TCR 

rnobilization. First, CD3-mediated apoptosis of C D 4 4 0 8  single positive 

human mature medullary thymocytes can be prevented by addition of IL- 

2 (15). Second, in mature murine TH1 T-cell clones, CD3/TCR cornplex 

mobilization in the absence of accessory cells leads to an activation- 

induced T cell death process that is prevented by anti-IFNy antibodies 



(16). IFNy, however, is not sufficient to induce T cell death since TCR 

mobilization in the presence of accessory cells, that leads to T-cell 

proliferation, is associated with lFNy secretion. 

We have tested the hypothesis that these observations might represent 

distinct components of a single common mechanism. We report here 

that lFNy secretion in the absence of IL-2 gene expression and IL-2 

secretion accounts for CD3-mediated death by apoptosis of human 

mature medullary thymocytes and of human mature activated peripheral 

T-cell lines. 



Material and Methods 

Cells : Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from 

healthy donors. T lymphocytes and adherent cells referred as antigen 

presenting cells (APC) were purified according to the methods 

described in (17). Thymuses were obtained from children less than 3 

years old, after cardiac surgery; thymocytes were purified on a nylon 

sieve and frozen until used (18). The rnedullary thymocytes referred as 

mature thymocytes were isolated from total thymocyte population by 

negative selection with magnetic beads (BIOSYS, France) coated with a 

CD1 monoclonal antibody (D47, IgG1, at 1 pg/rnl) according to the 

manufacturer instructions. The purified population was controlled on 

cytofluorometry and revealed to be 980h single positive CD4 or CD8 

cells with 54% CD8+ cells and 48% CD4+ cells. 

PHA lymphoblasts were obtained by stimulating PBMC with PHA (2 

pglml) for 5 days, washed the cells and by adding each 3 days 10 Ulrnl 

of recombinant IL2 (rlL2). The cells were used after 1 month of culture 

and cells revealed to be 98% CD2 positive cells and 72% CD8+ cells and 

28% CD4+ cells. 

Tetanus toxoid (TT) dependant cell line, reffered as Antigen dependant 

cell line, were obtained by adding TT at 10 pg/ml to PBMC. After 10 

days the cultures were split at 4. 104 cell per well (24-well cluster 

plates-Costar) and rlL2 was added at 10 U/ml final concentration. 6 

days later, 2.105 blast cells wete restirnulated with antigen plus 5.1 05 

irradiated autologous PBMC. After 3 days of stimulation with antigen 

the cells were expanded with rlL2 for 3 days. Weekly cycles of antigen 

stimulation and IL2 expansion were repeated to maintain the lines. The 



lines used in these experiments had been maintained in culture for over 

2 months and revealed to be 100% CD4+ cells.. 

Ce11 culture and proliferation assay : The culture medium was RPMl 

1640 supplemented with glutamine (2mM), penicilline (200 IU/ml), 

streptomycin (200 pg/ml), and 10 '10 fetal calf serum (FCS) except for 

thymocytes which were maintained in 20% FCS medium. Cultures were 

carried out in 96-well plates in a final volume of 200 pl maintained at 

37°C in a 5% CO2 humid atmosphère. The CD3 mAb (X35-7, IgG2a, at 5 

pg/ml) was diluted in Tris 0.1 M pH 9.5 and incubated in culture plates 

(50 pllwell) for 4 hr at 37OC. At the end of the incubation, the plates 

were washed three times with RPMl 1640 contening 2% FCS and used 

for cell culture. The cells (5. 104/well) were incubated 3 days for PBMC 

or thymocytes and 2 days for cell lines in the presence or absence of 

indicated reagents. The cells were pulsed with 1 pCi [3H] TdR for an 

additional 12 hr and [SHI-TdR incorporation was determined by liquid 

scintillation counting. 

Evaluation of ce11 death by trypan blue exclusion 

Cells were incubated in 96-well plates coated with mAb or medium for 

24 hr for ceIl lines or 48 hr for thymocytes or PBMC. The cells were 

harvested by pipetting and diluted 112 with 0.1% trypan blue in PBS. 

The live and dead cells were counted in a hemocytometer and results 

express as percent of dead cells. 

DNA fragmentation assays. 

DNA fragmentation was determined according to the methods of Wyllie 

and Morris (19) and Newell et al. (20) with slight modifications. In 

brief, 107 cells were collected by centrifugation at 2009 for IOrnn, and 

lysed in 1ml hypotonic lysing buffer (5mM Tris Ph 7.4, 5 mM EDTA, 0.5% 

Triton X 100). The lysates were centifuged at 13,000g for 15mn. 



Supernatants were deproteinized by extraction once in 

phenol/chloroform and twice in chloroforrn/isoamyl alcohol (24:l) and 

precipitated at -20°C in 50% isopropanol, 130 mM NaCI; after 

electrophoresis on 2% agarose slab gels, DNA was stained by ethidium 

brornide. 

Northern and dot &lot analysis 

Total cellular RNA was extracted frorn cells by the RNAzol (Cinna- 

Biotex, Frienwood, USA) method according to the manufacturer's 

instructions. Total RNA ( I l 0  pg) samples were size fractionated in Ioh 

agarose formaldehyde gels and transferred to or put on (for dot blot 

analysis) HYBOND-N filters (Amersham). Filters were hybridized with 

32P labelled cDNA probes of IL2-R, IFNg, IL2 and Oactin, and washed 

with 0.1 SSC, 0.1% SDS at 65OC. Relative sizes of mRNA that hybridized 

to probes agreed with previously pubiished values. 

Determination of cytokines concentrations 

IL2 and lFNy were quantified in culture supernatants by using ELISA kits 

(Genzyrne, Tebu, France) according to the manufacturer instructions. 

Monoclonal antibodies and chemicals. 

The monoclonal antibodies (mAb) used in this study were CD3 (X35-7, 

IgG2a), generous gift from Dr. Bourel (France); CD4 (IOT4, IgG2a), CD8 

(IOT8, lgG2a), were al1 purchased from Irnmunotech, France; CD1 (D47, 

IgG1) and CD5 (A50, IgGl), generous gifts from Dr. A. Bernard, France. 

Recombinant cytokine, ILla, IL2, lFNy were purchased from Boehringer 

Manheim, France. 

Anti-IFNy rabbit serum was kindly provided by J. Wietzerbin and was 

tested to inhibit 100 iu at 1J1000 dilution. 



Cyclosporin A was purchased from Sandoz, France; Tetanus toxoid 

antigen from BioMerieux, France, Cycloheximide from Sigma. 



Results and discussion 

CD3lTCR-mediated cell death by apoptosis in human CD4-CD8 

single posit ive medullary thymocytes. 

CD3 mobilization by fixed CD3 mAb did not induce thymocyte 

proliferation (fig l a ) ,  and led after 48h to death of around 50% 

thymocytes (fig 1 b). In contrast to the CD3 mAb, a CD5 mAb of the same 

isotype induced no cell proliferation nor cell death (fig 1). Cell death 

was associated with a DNA fragmentation pattern characteristic of 

apoptosis (fig I c ) ,  and was an active process prevented by 

cycloheximide and CsA, as previously reported (21,22) (fig. Ib ) .  As 

shown in table 1 and fig 2, apoptosis was associated with lFNv gene 

expression and lFNy secretion, with IL-2 R gene expression, and with an 

absence of IL-2 gene expression and IL-2 secretion. Addition of anti- 

lFNy antibody prevented CD3-mediated cell death (fig 1 b) and DNA 

fragmentation (fig Ic) in a dose response manner (fig 3) but was not 

sufficient to allow thymocyte proliferation to the CD3 antibody (fig 

la) .  As previously reported (15,23), IL-2 addition, both prevented cell 

death (fig Ib )  and allowed thymocyte to proliferate to the CD3 mAb (fig 

1 a). Addition of IL-1 to the CD3 mAb allowed IL-2 gene expression (fig 

2), and IL-2 secretion (table l ) ,  and thus prevented cell death (24) (fig 

Ab), and DNA fragmentation (fig Ac), and allowed thymocyte 

proliferation to the CD3 mAb (fig la).  Neither IL-1 (table 1;fig 2), nor 

IL-2 (not shown) affected lFNy gene expression nor lFNy secretion in the 

presence of CD3. Neither IL-1 nor IL-2 induced T-cell proliferation in 

the absence of CD3 antibody (Fig la) .  In order to further explore the 

role of lFNy and IL-2, we investigated thymocytes activated by CD3 mAb 



in the presence of CsA. In these conditions, thymocytes were partially 

activated, as shown by surface expression of the p55 IL-2 receptor 

chain (not shown), but did not secrete IL-2 nor lFNy (table 1). As shown 

in table 1, the sole addition of IL-2 to CsA and CD3 mAb-treated 

thymocytes, allowed their proliferation. Addition of IFNy, however, 

induced T-cell death in the absence of cell proliferation. Finally, 

addition of both lFNy and IL-2 allowed cell proliferation in the absence 

of cell death. The presence of IFNy was not by itself sufficient to induce 

apoptosis, since addition of lFNy to resting thymocytes in the absence 

of CD3 mobilization did not lead to cell death. 

Together these data indicated that CD3 mobilization opens in mature 

human medullary thymocytes a cell death program that is positively 

regulated by IFNy, and inhibited by IL-2 in the presence of IFNy. We then, 

investigated whether such a lymphokine-regulated death program was 

related to the developmental stage of the T cells, or might also be 

present in mature human peripheral T cells. 

CD3-mediated apoptosis  of human mature act ivated T cells in 

the absence o f  accessory cells. 

Mature T-cell proliferation requires cross-linking of the CD3/TCR 1 
complex, and a second signal provided by accessory cells (25). PHA T 

lymphoblasts and antigen-dependent cell lines proliferated in the 

absence of accessory cells in response to exogenous IL-2 (10 Ulml). 

Addition in these conditions of the CD3 mAb lead to a CD3 mAb dose- i 
l 

dependent inhibition of T-cell proliferation (fig 4a), that was 

associated with the CD3 mAb dose-dependent increase in T-cell death 

(fig. 4b). Gel electrophoresis of DNA showed that T-cell death was 

related to induction of apoptosis (fig 4c). Addition of accessory cells 

(fig 4) of IL-1 (fig 5), or of high amounts of IL-2 (200 Ulml) (fig S), 



allowed T-cell proliferation and prevented T-cell death in response to 

CD3 mAb. In thymocytes, addition of anti-I FNy anti body preven ted T-cell 

death without allowing proliferation to CD3 mobilization. As shown in 

Figure 3 and 5, anti lFNy antibody inhibits cell death induced by CD3 

mAb and can reversed the CD3-induced inhibition of the IL2 response of 

activated T cells. As shown in fig 6, lFNy and IL-2 gene expression were 

similar to what had been observed in mature thymocytes, as well as the 

preventive effect of IL-1 , IL-2 and anti-IFNy antibody (Fig 5 and 3). To 

further investigate the role of IFNy in CD3 induced-ce11 death of 

activated T cells and to compare with results obtained on mature 

thymocytes, , we used the PHA T lymphoblasts 3 days after the addition 

of IL-2 (10 Ulml), a time at which spontaneous proliferation was very 

low, and at which almost no exogenous IL-2 remained in the medium. 

All assays were performed in the absence of accessory cells. In these 

conditions, also, CD3 mAb induced lFNy secretion without IL2 secretion 

and leads to T-cell death in the absence of T-cell proliferation (table 

2). Addition of IL I  allowed IL2 secretion and cell proliferation, without 

affecting lFNy secretion. Finally, addtion of IFNy, IL-2, or both, on CsA 

and CD3 mAb-treated activated T cells, gave results similar to those 

obtained in mature thymocytes. 

Induction of cet1 death by apoptosis in human resting T cells 

activated with CD3 mAb in the presence of cyclosporine A and 

IFNy. 

Finally, we investigated resting PBMC containing T cells and accessory 

cells. CD3 mobilization led to T-cell proliferation, to an absence of cell 

death, and was associated with IL-2 and lFNy secretion. As shown in 

table 2, addition to CD3 mAb of CsA prevented proliferation as well as 



IL-2 and lFNy secretion. As observed in mature thymocytes, and in 

activated mature T cell lines, addition to CD3 mAb and CsA-treated 

PBMC of IL-2 led to T-cell proliferation, addition of lFNg led to T-cell 

death, and addition of both lFNg and IL-2 led to T-cell proliferation in 

the absence of T-cell death. 

Together these results indicate that in the absence of cosignals 

provided by accessory cells, CD3 mobilization leads to an uncoupling of 

lFNy and IL-2 gene expression, and induces a death program. This 

program appears functional in T cells at different developmental and 

activation stages. A crucial role of IL-1 provided by accessory cells is 

to allow IL-2 gene expression and IL-2 secretion, an event that without 

affecting lFNy secretion, prevents IFNy-mediated T-cell death. Thus, Our 

results suggest that IL-2 may play 2 simultaneous essential roles that 

might, or might not involve different mechanisms: the first is to 

prevent IFNy-mediated death, the second is to allow a T-cell 

proliferative response to CD3 mobilization. 

Inhibition of T-cell proliferation following CD3lTCR mobilization in 

the absence of cosignals provided by accessory cells, has been proposed 

as playing an essential role in the maintenance of self-tolerance (16). 

It has been shown that in defined circumstances, TCR mobilization in 

mature TH1 murine clones by MHC-ll-dependent antigen in the absence 

of accessory cosignals, leads to an absence of cell proliferation related 

to clonal anergy, that is associated with absence of IL-2 gene 

expression and IL-2 secretion (4). It is a tempting and testable working 

hypothesis that the induction or absence of induction of IFNg gene 

expression following CD3lTCR mobilization in the absence of cosignais 

might be a crucial event in determining the fate of the T cell, 

respectively death by apoptosis, or clonal anergy. ln this context, the 

nature of the mechanism involved in tolerance, deletion or anergy, 



would depend on the intrinsic capacity of the T cell to synthesize and 

secrete lFNy and on the relative ability of the TCR ligand to induce lFNy 

secretion. It has been shown that only a subpopulation of murine CD4+ T 

cells, the TH1 cells, and maybe human CD4+ T cells, are able to express 

lFNy and IL-2. Liu and Janeway (16) reported that TH2-cell clones in 

contrast to TH1 clones, did not die in response to CD3 mobilization in 

the absence of accessory cells. Whether CD3 mobilization in this 

context led to TH2-cell anergy was not explored. 

Interestingly, lFNy induction enhanced MHC-II expression in lymphoid 

APC that leads also to induction of MHC-II expression on cells of non 

lymphoid origin (26), allowing them to present antigens, including self- 

antigens, to activated T cells. Thus, during the course of an immune 

response directed against foreign antigens, activated CD4+ T cells that 

have the ability to secrete lFNy are among the most likely to be 

stimulated by cross-reactive self-antigens presented by non-lymphoid 

tissue cells that have expressed MHC-II molecules but are unable to 

provide cosignals (27,28). In this context, autocrine IFNy- mediat ed  

CD4+  T cell suicide upon such a restimulation might represent a 

particularly well-adapted mechanism of prevention of auto-immune 

responses. 

The antigen-dependent T-cell line that we have used in Our study was 

almost exclusively of CD4 phenotype. However, the PHA-blast T cell 

line that we have also used, contained less than 30% of CD4+ T cells, 

and a majority of CD8+ T cells. In this cell line, the percentage of CD3- 

mediated T-cell death indicated that CD8+ T-cell death might have 

occurred. Investigations are under way, using purified CD4+ and purified 

C D 8 +  T cells from this cell line in order to assess the relative 

sensitivity to CD3-mediated death in both populations, as well as their 

lymphokine gene expression and secretion pattern, and the preventive 



effect of IL-1 and IL-2. At this stage, we do not know whether the CD8+ 

T cells were able to secrete both IL-2 and IFNy , or if they depended on 

IL-2 secreted by CD4+ T cells. In general, CD8+ T cells have been 

reported to be able to secrete IFNy, but not IL-2, and therefore depend 

on CD4+ helper T cells in order to differenciate and to proliferate. 

Interestingly, the CD8+ T ceIl therefore represent a T cell in which 

CD3-mediated lFNy gene expression is constitutively uncoupled from IL- 

2 gene expression. If IFNy secreted by activated CD8+ T cells induces a 

ce11 death program in the absence of paracrine IL-2, the mechanism 

that we have described may represent a very effective mean by which 

CD4+ T cells exert their control on the extent and duration of CD8+ T- 

cell responses. 
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Legends  

Figure 1 : Act ion of I L I ,  IL2, anti-IFNy and cycloheximide on 

the pro l i ferat ive response and cel l  death induct ion b y  plate- 

bound CD3 m A b  of mature thymocytes. 

Cells were purified as described in Material and Methods and cultivated 

in medium alone (1) or in medium supplemented with IL2 (10 U/m1)(2) 

and activated with plate-bound CD5 mAb as control (3) or plate-bound 

CD3 mAb (4-8) in the presence of r lL la  (50 Ulml, 5), rlL2 (10 Ulml, 

6), anti-IFNy (11800 serum dilution, 7) or cycloheximide (50 pg/ml,8). 

a) Cell proliferation was determined by 3[H]-TdR incorporation. 

Thymidine was added the last 12 hr of day 3. Results represent mean of 

triplicate culturetiSD of one representative experiment out of 6. 

b) Cell death was determined 48 hr after stimulation by trypan blue 

exclusion. Results shown are percentage of cell death of one 

representative experiment out of 4. 

c)Agarose gel electrophoresis of DNA extracted from mature 

thymocytes after different stimulations. Mature thymocytes were 

cultivated in medium alone (lane 1) or stirnulated by plate-bound CD3 

mAb ( lane 4 5 7 )  with rlL1 (50 U/ml; lane 5) or anti-IFNy (11800 serurn 

dilution; lane 7). 
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Figure 2 : 112, IFNy, IL2-R p55 and bactin RNA induction in 

mature thymocytes stimulated with plate-bound CD3 mAb in 

the presence or absence of ILI. 

RNA dot blot analysis of mature thymocytes stimulated with medium 

alone (l), IL1 ( 50 Ulrnl, 2), plate-bound CD3 mAb (3) and plate-bound 

CD3 mAb plus IL1 (4). The IL2 autoradiogram was of the 6 hr time point. 

The IFNy, 1L2-R and P actin autoradiograms are of the 18 hr time point. 

Probes were tested on thymocytes RNA northern blot and each gaves a 

specific signal with no cross hybridization. 
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Figure 3 : Action of anti-IFNy on proliferative response and 

cell death of different cell type activated by plate-bound CD3 

mAb.  

a) Peripheral blood T cells (PBMC) ot mature thymocytes were activated 

by plate-bound CD3 mAb and the proliferative response was tested 

after 3 days in the presence of increasing amouts of anti-IFNy. PHA 

lymphoblasts were stimulated by rlL2 (10 UJml) and plate-bound CD3 

mAb and the proliferative response was tested after 2 days in the 

presence of increasing amounts of anti-IFNy. Results shown are mean i: 

SD of triplicate culture of 1 out of 3 representative experiments. 

b) Mature thymocytes, PHA lymphoblast and PBMC were stimulated 

with plate-bound CD3 mAb in the presence of rlL2 (10UJml) for the cell 

lines and increasing amounts of anti-IFNy. Cell death was monitored at 

24 hr for cell lines and 48 hr for mature thymocytes and PBMC. Results 

shown are mean of duplicate k S.D. of percent cell death of one 

representative experiment out of 3. 
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Figure 4 : Inhibition of IL2 response in PHA lymphoblasts by 

various amounts of plate-bound CD3 mAb and rescue of 

proliferation by accessory cells. 

a) PHA lymphoblasts were stimulated with various amounts of fixed 

CD3 mAb in the presence or absence of rlL2 (10 Ulml) or autologous 

adherent cells (APC, 5.104 cellslwell) as indicated. Results represent 

mean of trip1icateIS.D. for a 48 hr assay of one representative 

experiment out of 4. 

b) PHA lymphoblast were stimulated as described in figure 2a and cell 

death was determined 24 hr after stimulation by trypan blue exclusion. 

Results shown are percentage of cell death of one representative 

experiment out of 3. 





Figure 5 : Prol i ferat ive response and induct ion o f  ceIl death 

in different ce l l  types by plate-bound C D 3  mAb. 

Tetanus toxoid dependant cell line (A) or PHA lymphoblasts (8) were 

maintained in medium supplemented with r lL2 (10 Ulml) and 

stimulated with plate-bound CD5 mAb as control (A2, 82) or plate- 

bound CD3 mAb (A3-7, 63-7) in the presence of r lL l  (50 Ulml; A4, B4), 

rlL2 (200 Ulml; A5, 65), anti-IFNy (11800 dilution serum; A6,B6) or 

cyclo heximide (A7, 67). 

a)Cell proliferation was determined by 3[H]-TdR incorporation. 

Thymidine was added the last 8 hr of day 2. Results represent mean of 

triplicate culturekSD of one representative experiment out of 5. 

b) Cells were prepared and stimulated as described in figure 3a. Cell 

death of antigen dependant cell line (A) and PHA lymphoblasts (B) was 

measured at 24 hr and results shown are percentage of cell death of one 

representative experiment out of 4. 

c) Agarose gel  electrophoresis of DNA extracted from PHA 

lymphoblasts. Lymphoblast were cultivated in presence of rlL2 (10 

Ulml) and activated with plate-bound CD3 mAb (lane 3,4,6) with rlL1 

(50 Ulml; lane 4) or with anti-IFNy (11800 serum dilution; lane 6). 
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Figure 6 : Northern blot analysis of T lymphoblasts stimulated 

with medium alone (2), IL1 ( 50 U/m1)(3), plate-bound CD3 mAb (4) and 

plate-bound CD3 rnAb plus IL1 (5). PBMC stimulated with PHA (5 pg/ml) 

were used as control in lane 1. The IL2 autoradiogram was of the 6 hr 

time point. The IFNy, IL2-R and P actin autoradiograms are of the 18 hr 

time point. 



TABLE 1 

Proliferation, cell death and secretion of IL2 and IFNy in  mature thymocytes 

activated with CD3 mAb. 

---- ------------1__-_1_----- 

stimuli proliferation % mortality IL2 1 FNy 

(cpm) (pg/ml)  (pg/mi) 

- - 

medium 3 8 5 2 4 7  5 <1 <1 

CD3 mAb 2 9 8 + 5 8  4 8 <1 3215  

CD3 mAb+ILla 3 7 3 1 8 k 4 2 1 7  1 6  7 7 0  3817 

CD3 mAb+CsA 3 1 7 I 4 8  9 <1 < 1 

CD3 mAb+CsA+IL2 2 1 8 1 7 2 8 8 6  8 ND <1 

Mature thymocytes were purified and cultured as described in Fig 1 with 

indicated stimuli : CsA (200 nglml), IL1 (10 Ulml), IFNy (100 U/ml) or IL2 

(10 U/ml). Ce11 proliferation was determined by 3 [Hl -TdR incorporation, 

thymidine was added in the last 12 hr of day 3 and results are express as 

mean of triplicate culturefSD. Ce11 mortality was detected by trypan blue 
1 

exclusion and was tested 48 tir after activation. Lymphokine secretion was i 
tested in supernatant collected at 48 hr by an ELISA kit. Results are mean of 1 
duplicate of one representative experiment out of 3 for each ceIl type. 



TABLE 2 

Induction of ceil death by IFNy in activated T ceils in the presence of cyclosporine A 

_------_------_----------------------------- 
ce11 type stimuli proliferation %mortality IL2 IFNy 

PBMC medium 3 1 7 k 3 8  3 <1 < 1 

CD3 mAb 3 4 8 7 9 k 2 5 8 7  4 1267  3 8 7 4  

CD3 mAb+ILla 4 2 5 8 7 I 3 5 6 2  3 1314  3 2 5 6  

CD3 mAb+CsA 3 5 4 I 8 9  4 <1 <1 

CD3 mAb+CsA+IL2 2 8 7 4 5 k 3 4 7 8  3 ND <1 

CD3 mAb+CsA+IFNy 3 5 6 f 5 8  6 8 <l ND 

CD3 mAb+CsA+IL2+IFNy 3 1 4 7 8 + 2 6 9 8 5 ND ND 

T lymphoblasts medium 8 7 5 2 i 5 4 3  9 7 3 4 2 

CD3 mAb 6 4 7 0 k 3 6 0  7 1 5 2  3 5 4 1  

CD3 mAb+ILla 4 0 5 2 1 k 2 0 3 2  1 8  1754  4128  

CD3 mAb+CsA 9 5 2 1 I 8 7 0  1 1  3 1 < 1 

CD3 mAb+CsA+IL2 4 9 1 0 2 k 3 8 2 7  1 O ND < 1 

CD3 mAb+CsA+IFNy 981+,81  8 3 4 ND 

CD3 mAb+CsA+ILL+IFNy 3 1 4 7 8 & 1 5 8 7 1 3 ND ND 

Cells were cultured with plate-bound CD3 mAb with CSA (200 nglml) and 
IFNy(lO0 U/ml) or IL2 (10 U/ml) or with IL1 (50 Ulml). Ce11 proliferation 
was determined by thymidine incorporation which was added in the last 12 
hr of 3 days for PBMC or in the last 8 hr of 48 hr for T lymphoblasts. Results 
are meaniSD of triplicate culture of 1 representative experiment out of 2 
for each ce11 type. Ce11 rnortality was determined by trypan blue exclusion at 
48 hr for PBMC and 18 hr for T lymphoblasts. IFNy and IL2 were quantified 
by an ELISA kit in ce11 culture supernatants collected at 48 hr for PBMC or at 
24 hr for T lymphoblasts. Results are mean of duplicate of one 
representative experiment out of 2 for each ce11 type. 
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G ]  Le virus de l'immunodéficience humaine : 
mécanismes physiopathologiques 

Le virus de l'immunodéficience humaine (VIH), l'agent éthiologique 
du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) (234-236), est capable 
d'infecter et d'inhiber les cellules du système immunitaire. L'infection par 
le VIH induit une diminution des défenses immunes qui se manifeste 
cliniquement par l'apparition d'infections opportunistes et le 
développement de maladies cancereuses inhabituelles comme le sarcome 
de Kaposi. La déficience immune, progressive et irréversible se termine 
invariablement par la mort de l'individu. 

Depuis les premières descriptions en 1981, aux Etats-Unis, le SIDA est 
devenue une maladie très répendue avec 69 000 cas déclarés aux U.S.A. et 
plus de 10 millions de personnes infectés dans le monde. Comme 20 à 30 % 

des personnes infectés développent une maladie dans les 5 années qui 
suivent, les projections épidémiologiques pour les années qui viennent 
sont alarmantes. Cette maladie qui touche aussi bien les pays occidentaux 
que les pays sous-développés, représente un problème de santé au niveau 
planétaire et est considérée actuellement par l'OMS et beaucoup de 
gouvernements comme une priorité. 

Le virus se transmet par contacts sexuels, par le sang ou ses dérivés et à 

la période périnatale de la mère à l'enfant à travers le placenta ou par le lait. 
Le virus possede un tropisme pour les cellules du système immunitaire et 
certaines cellules du  systeme nerveux et entraine une immunodépression 
et des anomalies neurospsychiatriques. 

Aus Etats-Unis et en Europe, la transmission a longtemps était limitée 
aux groupes à risques que sont les homosexuels, les toxicomanes intra- 
veineux, les hemophiles, les polytransfusés (avant 1986 et le controle des 
produits sanguins) ainsi qu'à leurs partenaires sexuels et les enfants nés de 
mères infectées. Sur le continent africain la transmission semble se faire 
essentiellement par voie hétéroséxuelle avec une forte proportion de 
femmes infectées et donc un risque plus important de transmission 
périnatale. 

L'infection est caractérisée par une latence clinique qui' évolue 
progressivement mais de façon variable dans le temps jmqu'au stade SIDA. 
Le CDC (Center for Desease Control) d'Atlanta a proposé une classification 
clinico-biologique comprenant 4 stades qui a été adopté par l'ensemble de la 
communauté scientifique : 



-Stade 1 : Stade de primoinfection précédant la séroconversion 
(apparition d'une réponse AC spécifique détectable). Parfois la détection 
d'une antigénémie virale circulante (p24 sérique) permet d'authentifier ce 
stade. L'existence d'un syndrome viral type mononucléose infectieuse 
semble précéder ou suivre de peu la séroconversion. Il peut exister aussi des 
manifestation nerveuses. 

-Stade II : Séropositivité sans manifestations cliniques 
- 1 1 ~  : sans anomalies biologiques 
- 1 1 ~  : avec anomalies biologiques (anémie, leucopénie, 

lymphopénie globale ou sélective CD4+, hypergammaglobulinémie 
polyclonale) 

-Stade III : Syndrome lymphadénopathique chronique 
-111~ : sans anomalies biologiques 
-111~ : avec anomalies biologiques 

-Stade IV : Divisé en 5 sous-groupe ne s'excluant pas mutuellement : 
-IVA : manifes ta tions générales (hyperthermie inexpliquée, 

amaigrissement inexpliqué, diarrhées, sueurs nocturnes). 
-IVB : manifestations neurologiques à type de démence, 

détérioration intelectuelle, myélopathies, neuropathies périphériques, etc ... 
-1Vc : infections opportunistes 

-Cl : au moins une des 12 affections reconnues comme 
opportunistes et définissant l'état de SIDA : pneumopathie à Pneumocystis 
carinii, cryptosporidiose chronique, toxoplasmose, isosporose, anguillulose 
extra-intestinale, candidose, cryptococcose, histoplasrnose, infections à 

mycobactéries atypiques, infection par le CMV, herpès cutanéo-muqueux ou 
disséminé, leucoencéphalopathie multifocale progressive. 

-C2 : au moins une des six autres infections suivantes : 
leucoplasie chevelue de  la bouche, zona, septicemie récidivante à 

salmonelle, nocardiose, tuberculose, candidose buccale. 
-IVD : cancers secondaires incluant : sarcomes de Kaposi, 

lymphomes non hodgkiniens, lymphome cérébral primitif. 
-IVE : manifes ta tions inclassables dont la pneumonie 

lymphocytaire interstitielle, le purpura thrombopénique. 



el. Le virus 

Pour mieux comprendre les mécanismes pathogenes de 
l'immunodéficience humaine, il faut considérer la nature particuliere de 
l'agent éthiologique, le WH. 

1.1. Nature du VIH 

Le VIH est un rétrovirus à ARN qui fut d'abord appelé LAV 
(lymphadénopathy-associated virus) lors de son isolement en 1983 par F. 
Barre-Sinoussi à l'Institut Pasteur de Paris (234) puis HTLV-III (human T 
lymphotropic virus) par l'équipe de R. Gallo (235) et ARV (AIDS associated 
retrovirus) par J. Levy (236). Ensuite, en 1986, un comité international a 
désigné les différents isolats sous le nom générique de HIV. 

La famille des rétrovirus est dividée actuellement en trois sous- 
groupes selon des criteres de pathogénicité (237): 

-les oncovirus à ARN : ces rétrovirus tres répandue dans le monde 
animal provoquent des tumeurs et des leucémies. Les HTLV (human T 
leukemia virus) appartiennent à ce groupe. HTLV 1 est responsable de 
leucémies T et de lymphomes cutanés, HTLV II a été isolé chez un patient 
présentant une leucémie à tricholeucocytes. Chez l'animal, des virus tres 
proches ont été identifiés dont le STLV (simian T ce11 leukemia virus), le 
BLV (bovine leukemia virus) et le FeLV (feline leukemia virus). 

-les lentivirus : Le VIH fait partie de ce groupe. Ils provoquent des 
maladies à évolution lente (pneumonies, désordres neurologiques). Parmis 
ces virus on connaissait depuis longtemps le virus Visna du mouton et le 
virus de  l'anémie infectieuse équine. Récemment d'autres virus de cette 
famille ont été isolés, notamment le FIV (virus de l'immunodéficience 
féline) et le SIV (Simian immunodeficiency virus). Ce dernier cause une 
maladie similaire au SIDA humain chez les macaques en captivité mais ne 
semble pas être pathogène chez son hôte habituel, le singe vert d'Afrique. Le 
VIH est maintenant appelé VIH-1 pour le distinguer d'un deuxieme 
rétrovirus humain (VIH-2) isolé a partir de patients vivant en Afrique 
présentant un SIDA identique h celui induit par HIV-1. Ce virus présente de 
nombreuses homologies avec le virus SIV (238). 

-les s~umavirus - : ces virus identifiés chez de nombreux mammiferes 
n'ont pas de pathogénicité connue chez l'homme. 



Figure 2 : Organisation génomiqye du VM 



La caractéristique commune des rétrovirus est leur matériel génétique 
porté sur un ARN simple brin. Lors de l'infection de la cellule, une 
transcriptase reverse, codée par le génome du virus et présente dans la 
particule virale, devra traduire 1'ARN en ADN. 

1.2. Le génome du VIH. 

En microscopie électronique, le VIH présente un noyau dense, formés 
des proteines codées par le gène gag, qui contient deux copies de la molécule 
d'ARN porteuse du génome viral. Le noyau est entouré d' une enveloppe 
lipidique provenant de la membrane cytoplasmique lors d u  
bourgeonnement du virus et où sont insérées les molécules de surface 
gp120 et gp 41. Les molécules nécessaires à la réplication et à l'insertion du 
virus comme la transcriptase réverse et l'endonucléase sont également 
présente à l'intérieur de la particule virale (239). 

Le génome du VIH est bien connu (cf figure). Il sagit d'une séquence 
longue de 10 kb (kilobases) dont les deux extrémitées sont formés par les 
séquences LTR (long terminal repeat) qui servent à la régulation de la 
transcription virale. Comme tous les rétrovirus, le VIH comporte les 3 
gènes gag, pol et env codant respectivement pour : 

-gag : la proteine (p55) de la capside des virions 
-poJ : la transcriptase reverse (p66/51), l'endonucléase (p31) et la 

pro téase clivant la p55 en p24 et p17. 
-env - : les glycoproteines d'enveloppe, gp160 clivée en gp120 et gp41 

cette dernière comportant une partie transmembranaire. Ces deux 
molécules restent assemblées par des liaisons non covalentes. 

A coté de ces proteines qui constituent le virion, on a pu montrer que 
le génome viral , en utilisant les 6 cadres de lecture disponibles, codait pour 
5 ( VIH-1) ou 6 ( VIH-2) molécules régulatrices différentes. Ces molécules 
exprimées à l'intérieur de la cellule infectées agissent sur la latence de 
l'infection et sur la régulation de l'assemblage des virions. Par ailleurs, il est 
possible que ces molécules dont certaines sont capables de  moduler 
l'expression génique, jouent un rôle pathogPne au sein de la cellule infectée. 

-tat - pour transactivator, une molécule de 14 kDa qui joue 'un rôle 
important dans la réplication virale en augmentant la transcription ou la 
traduction virale (240). 

-rev - pour régulatory of expression of virion, la molécule p l3  necessaire 
à la transcription des proteines structurales du virion. (240) 



Molécule CD4 

virion VIH mature 

Figure 3 : Le cycle viral 



-vif - pour virion infectivity factor, cette p24 a un rôle dans l'acquisition 
du  caractère infectieux du virus (assemblage post traductionnel des 
pro teines virales) 

-nef - pour négative factor (p27) son rôle inhibiteur de la réplication 
virale est très discuté. (241) 

-vpr (R) transactivateur faible ? 

-vp~, uniquement présent dans VIH-2 et SIV, son rôle est inconnu. 

2. L'infection par le VIH. 

Le VIH présente un tropisme sélectif pour les cellules exprimant la 
molécule CD4 et de nombreuses évidences laissent à penser que la molécule 
CD4 est le récepteur du virus (242). La proportion des cellules CD4+ est 
réduite in vivo chez les malades du SIDA, et in vitro cette diminution se 
produit en même temps que la réplication virale (243). Puis Dalgleish et coll. 
ont montré que des anticorps CD4 inhibaient l'infection virale (244). En fait, 
seuls quelques épitopes de la molécule CD4 sont importants, ceux reconnus 
par les anticorps Leu3a et OKT4a par exemple et servant à la fixation de la 
molécule gp120 du VIH. La fixation de la molécule gp120 sur la molécule 
CD4 à la surface de la cellule induit un changement conformationnel du 
complexe gp120/gp41 libérant une partie hydrophobe de la molécule gp41 
qui peut alors se fixer dans la membrane cytoplasmique de la cellule 
permettant la fusion de la membrane cellulaire et de la membrane virale. 

Une fois internalisé, 1'ARN génomique est transcrit en ADN par la 
transcriptase reverse. L'ADN proviral qui peut exister sous une forme 
linéaire ou circulaire s'intègre dans l'ADN chromosomique de la cellule 
hôte grâce à une endonucléase codée par le gène pol. La transcription de 

' 

1'ARN et l'intégration de  l'ADN proviral ne se produit que dans des 
cellules activées (247). Contrairement à la plupart des autres retrovirus 
étudiés, l'infection par le VIH-1 s'accompagne par l'accumulation d'une 
assez grande quantité d'ADN viral non intégré dans la cellule infectée (2461, 
ce qui est peut-être un facteur important de cytotoxicité (246) car lorsque ce 
phénomène se produit avec les autres rétrovirus; il est accompagné d'une 
cytotoxiaté accrue (247). 

Après l'intégration du  provirus, l'infection peut rester dans une phase 
de latence jusqu'à ce que la cellule infectée soit activée. L'activation de la 
cellule permet à l'ADN proviral d'être transcrit en ARN génomique viral 

et en ARN messager codant pour les proteines de structures. Lorsque 



l'assemblage du provirion est terminé, celui-ci bourgeonne à la surface de la 
cellule en emportant une partie de la membrane cytoplasmique. 

Sachant que le VIH avait un tropisme pour la molécule CD4, on a 
recherché les cellules pouvant exprimer cette molécule à leur surface et 
donc potentiellement infectable par le virus. Ceci a permis de montrer que 
les cellules de la lignée monocyto-histiocytaire : les monocytes, les 
macrophages, les cellules de Langerhans, les cellules folliculaires 
dendritiques, les cellules de Küpfer et les cellules gliales du systeme nerveux 
central, sont des populations infectables par le VIH. De plus le VIH n'ayant 
pas d'effet cytopathogene dans ces cellules, elles constituent des réservoirs 
potentiels de virus in vivo (248). 

Il existe pourtant d'autres cellules qui n'expriment pas ou tres peu de 
molécules CD4 à leur surface mais qui sont infectables par le VIH. On peut 
citer les précurseurs myéloïdes de la moelle oseuse (249), les lignées B EBV 

(250)(Montagnier levy), des lignées mégacaryocytaires (251,252)(MONTE D. 
etc ... cf Didier. Les mécanismes conduisant à l'infection de ces cellules ne 
sont pas bien définies même si on a pu faire appel à l'effet facilitant 
d'immunoglobulines ou de facteurs du complément. 

83. Les mécanismes irnmunopathologiques de l'infection par le 
WH. 

La base de l'immunopathogénie de  l'infection par le VIH est la 
déplétion de la sous-population des cellules T CD4+ "helper" qui conduit à 

une immunodéficience profonde (247). Bien qu'un grand nombre de 
dysfonctions du  système immunitaire aient été décrit dans le SIDA, la 

. plupart peuvent être expliqué par une atteinte de cette sous-population 
cellulaire. En effet, les cellules CD4+ sont les cellules pivots du  système 
immunitaire à l'origine de  l'induction de la plupart des fonctions 
immunologiques. La disfonction de cette sous-population cellulaire peut 
donc à elle seule expliquer toutes ces déficiences immunes. 

03.1. Les effects cytopathogenes du VIH 

In vitro, lors de la réplication virale, la cellule hôte, lorsque c'est'un 
lymphocyte CD4+8 est souvent tuée. Pourtant les mécanismes précis qui 
entrainent cette mort cellulaire ne sont pas bien connus. En effet, seules les 
cellules T subissent cet effet cytopathogène, les cellules monocytaires par 



exemple y sont insensibles et peuvent produire du virus sans être tuées. De 
nombreuses explications ont été apportées pour expliquer ce mécanisme 
cytopathogène du VIH. 

a3.1.1. Rôle direct du virus 

Dans les effets cytopathogènes directs du virus, nous avons déjà discuté 
du rôle éventuel de l'accumulation d'ADN proviral non intégré (247). Un 
autre mécanisme proposé est la perte de l'intégrité de la membrane 
plasmique lors de la production d'une grande quantité de virions et de leur 
bourgeonnement à la surface de la cellule (247). D'autres ont proposé que le 
développement du  virus à l'intérieur de la cellule induise une 
différenciation terminale de la cellule entrainant sa mort précoce (253), 
cependant les évidence d'un tel mécanisme sont faible. Plus récemment, 
Terai et coll. (254) ont montré l'induction d'une mort par apoptose dans des 
lignées T et des lymphocytes isolés du sang périphérique infectés in vitro 
par le VIH. Dans ce systeme, le mécanisme d'action du  virus n'est 
également pas encore connu. 

Il semble de plus en plus évident pourtant que la présence d'une 
grande quantité de molécule CD4 à la surface de la cellle joue un rôle dans 
les effets cytopathogènes du VIH. En effet, les monocytes et les macrophages 
qui expriment cette molécule CD4 en faible quantité (255) et peuvent être 
infectés par le WH, ne subissent pas ses effets cytopathogenes (256). De plus, 
si des clones T CD4+ou CDS+ infectés par le virus HTLV-1 peuvent être 
infectés de manière productive par le WH-1, seuls les clones CD4+ sont tués, 
les clones CD8+ sont resistants aux effets cytopathogènes du VIH (257). 

Il existe dans l'infection par le VIH un mécanisme dépendant de 
l'expression de  la molécule CD4 qui pourrait être important dans les 
mécanismes de cytotoxicité : il s'agit de la formation de syncitia in vitro. La 
formation de syncitia s'effectue entre des cellules infectées et des cellules 
saines grâce à un pontage effectué par les molécules gp120 virales entre les 
molécules CD4 de cellules adjacentes (258). S'il n'est pas rare de trouver des 
cellules géantes dans les ganglions ou le cerveau de patients souffrant de 
SIDA, ces cellules sont généralement d'origine monocyte-histiocytaire 
(259,260). Des syncitia T ne sont que tres rarement détectés chez les patients 
montrant que ce mécanisme n'est certainement pas celui permettant 
d'expliquer la perte des cellules T in vivo. 



3.1.2. Mécanismes indirects 

On peut se demander si la disparition des cellules CD4+ des organismes 
infectés par le VIH est due uniquement à des effets cytopathogènes directs 
ou si d'autres mécanismes indirects peuvent intervenir. En effet, 
l'utilisation d'anticorps fluorescents dirigés contre des proteines virales 
(247), et des techniques d'hybridation in situ pour détecter des ARN viraux 
(261,262) ont montré que seul un faible pourcentage des cellules CD4+ in 
vivo étaient infectées (1/10* à 1/103). Il est possible qu'un plus grand 
nombre de cellules soient infectées de façon latente, ces cellules n'expriment 
pas d'ARN viral et ne sont donc pas détectables par ces techniques. 
Néanmoins, même si la demi-vie des lymphocytes CD4+ n'est pas connue, 
il semble que l'organisme soit capable de compenser facilement un taux 
aussi faible de cellules infectées. Donc, les effets cytopathogènes ne peuvent 
rendre compte de la déplétion lymphocytaire CD4+ observée. C'est pourquoi 
on a recherché des mécanismes indirects de destruction des lymphocytes 
CD4+ sains. 

3.1.2.1. Infection des cellules souches hématopoïétiques. 

Comme nous l'avons déjà vu plus haut, il est possible que les cellules 
souches hématopoïétiques soient infectées par le virus (247); d'autre part, les 
thyrnocytes immatures eux aussi peuvent être infectés (263). L'infection des 
cellules immatures peut donc être une des cause de la disparition des 
cellules CD4+ en empêchant le renouvellement de ces cellules. Pourtant, 
l'infection des cellules souches n'est pas spécifique, et par exemple le 
nombre de cellules CDS+ n'est pas diminué au cours de la maladie alors que 
les cellules souches et les voies de maturation sont similaires pour les deux 
types cellulaires. 

3.1.2.2 cytotoxicité dirigée contre les cellules CD4+ non 
inf edées. 

En 1987,Lyerly et coll. (264) ont montré que la fixation de la molécule 
gp120 sur son récepteur CD4 à la surface des lymphocytes peut servir de cible 
pour la destruction de ces lymphocytes. Des anticorps anti-gpl20, qui sont 
retrouvés chez les patients infectés par le VIH, peuvent se fixer sur le 
complexe CD4-gp120 permettant ainsi la lyse de la cellule par un mécanisme 



de cytotoxicité cellulaire dépendant des anticorps (ADCC). Plus tard, l'équipe 
de E.L. Reinherz (265), en étudiant des clones T humains isolés à partir du 
répertoire naif d'un individu sain et dirigés contre la molécule gp120, on pu 
isolé un clone T CD4+ capable de lyser les cellules autologues CD4+; CMH-II+ 
en présence de la molécule gp120. Ces deux mécanismes indirects peuvent 
également contribuer à la déplétion des cellules CD4+. 

'3.2 Dysfonctionnement des cellules CD4+. 

Même si la déplétion des cellules CD4+ est le phénomène le plus patent 
dans la pathogénie due au VIH, on constate également une dysfonction de 
ces cellules à un stade précoce de la maladie ott le nombre de cellules CD4+ 
n'est pas modifié. Cette dysfonction est très abondamment décrite par de 
nombreux auteurs différents (266-272), et même si l'ampleur et les 
mécanismes inducteurs de cette dysfonction restent très discutés, il existe à 

présent un consensus découpant cette dysfonction en 3 étapes en fonction 
des capacités prolifératives des PBMC (périphéral blood mononuclear cells) 
de patients. 

-Au tout début de la maladie, et ce dès 3 mois après séroconversion 
(273), les lymphocytes ne prolifèrent plus en réponse aux antigènes 
mémoires ni au pokeweed mitogène (PWM) alors que leur réponse aux 
lectines comme la phytohemmaglutinine (PHA), aux anticorps CD3 ou aux 
cellules allogéniques sont conservés. 

-Dans la deuxième étape qui précède la survenue du stade SIDA de 
moins d'un an (ces anomalies lymphocytaires pouvant même servir de 
pronostic), les PBMC perdent leur capacité à répondre aux anticorps CD3 et 
aux cellules allogéniques. 

- Dans la demigre phase, qui correspond au stade SIDA, les cellules ne 
prolifèrent plus à aucun mitogène. 

Evidemment les résultats des différents auteurs ne sont pas aussi bien 
tranchés, ces variations tiennent certainement aux conditions 
expérimentales, à l'appréciation du stade de la maladie ainsi que parfois à 

l'interprétation des résultats. Pour expliquer ces dysfonctions 
lymphocytaires de nombreux modèles ont été proposé : 

-augmentation des cellules T suppressives 
-réponse autoimmune 
-infection et destruction sélective des cellules mémoires. 
-signaux inhibiteurs fournis par les proteines virales. 



-hyperactivation des cellules et donc incapacité du  système 
immunitaire à répondre à une stimulation ultérieure 

*3.2.1. Augmentation des cellules suppressives. 

Dès le début de l'infection on observe une diminution des fonctions 
"helper" alors que l'on observe une augmentation du nombre des cellules 
CD8+ et un inversement du rapport CD4/CD8. De plus, ces cellules CD8+ ont 
une plus grande capacité suppressive (274). D'autres auteurs ont signalé la 
présence dans le sérum de patients infectés de certains facteurs suppresseurs 
(275). Ces résultats suggèrent un deséquilibre entre les cellules helper et 
suppressives qui pourrait conduire à une suppression active de la réponse 
immune. 

Des études immunohistochimiques sur les cellules des ganglions 
lymphatiques de patients infectés par le VIH, montrent des modifications 
dans les pourcentages respectifs des différentes sous-populations avec une 
augmentation de la population des cellules CD8+ suppressives, à la fois dans 
les zones T et même dans les centres germinatifs où il n'y a normalement 
presque pas de cellules T (276). 

Zolla-Pazner et Sidhu (277) ont proposé un schéma permettant 
d'expliquer l'intervention de ces cellules suppressives. Chez les patients en 
début d'infection, les cellules suppressives sont induites pour réguler une 
réponse immune normale dirigée contre le virus. Comme le virus ne peut 
pas être éliminé, notamment à cause de l'infection des monocytes, la 
stimulation des cellules suppressives est continuelle. D'autre part, les 
cellules infectées, les protéines virales ou les lymphokines secrétées par les 
cellules infectées entrainent une activation polyclonale des lymphocytes B. 
Cette hyperactivation induit une stimulation encore plus importante des 
cellules suppressives qui tentent de réguler ce système. Au contraire, ces 
cellules suppressives en trop grand nombre ont un effet néfaste en inhibant 
l'action des cellules CD4+, ce qui conduit aux dysfonctions cellulaires 
observées. Ce schéma est également retrouvé dans d'autres maladies 
comme la mononucléose infectieuse due à I'EBV (277). 

3.2.2 réponses autoimmunes 

De nombreuses manifestations autoimmunes sont observées chez les 
patients VIH+. On décrit de nombreux auto-anticorps (certains dirigés contre 



les lymphocytes T), des complexes immuns dans le sérum, des 
glomérulonéphrites, des altérations histologiques caractéristiques du 
thymus et un purpura thrombocytopénique d'origine autoimmune (277- 
280). Les autoanticorps sont le résultat soit d'une activation polyclonale des 
lymphocytes B, soit d'une réactivité croisée entre des proteines virales et des 
molécules de l'hôte. Par exemple Golding (281) a décrit une réactivité 
croisée entre la protéine gp41 du VIH et les molécule de classe II du  CMH. 
Les auto-anticorps produits sont capables d'inhiber la présentation de 
l'antigène aux cellules T et contribuent donc aux altérations des fonctions 
immunitaires. 

Les changement histologiques observés dans le thymus de patients 
ressemblent à ceux décrit dans les thymus de certains modèles murins 
victimes d'une réaction du greffon contre l'hôte (GVHR) type parents -dans 
FI (GVHPF1). Cette observation a amené Shearer (282) à suggérer une 
relation entre ces deux pathologies. Dans la GVHR murine classique, on 
observe d'abord l'activation de cellules T helper dirigées contre les 
molécules CMH-II étrangères, qui va permettre l'activation de cellules 
cytotoxiques dirigées elles contre les molécules CMH-1 allogéniques. Dans la 
GVHPFI, si on a une activation des cellules helper, on n'observe pas le 
développement des cellules cytotoxiques. Ceci conduit à une 
hyperstimulation des lymphocytes B, la production d'autoanticorps, le 
développement de  glomérulonéphrite et l'activation de cellules 
suppressives. Ceci entraine une déficience sélective de la réponse immune 
avec une absence de réponse aux antigènes mais une réponse aux cellules 
allogéniques conservée. Une situation retrouvée chez les patients VIH+. 
Selon Shearer, qui rejoint ici le modele décrit par Zolla-Pazner, l'infection 

- virale stimule les lymphocytes T et les lymphocytes B. Dans une réponse 
normale, la production de cellules cytotoxiques permet l'élimination du 
virus. Ici, la persistance de l'infection conduit à une hyperstimulation des 
cellules et au développement de cellules suppressives, résponsables des 
désordres immuns détectés ultérieurement. 

3.23.  Infection et destruction sélective des cellules mémoires. 

F; Miedema et ses coll. (283-285) ont proposé un shéma dans lequel 
l'infection et la destruction sélective des cellules CD4+ m é m O i r e s  
permettrait d'expliquer les dysfonctionnements observés en début de 
maladie quand la capacité de renouvellement du systeme immunitaire lui 



permet de compenser la perte des cellules mémoires par des cellules naïves. 
Leur hypothèse repose sur trois observations. 

-d'une part, l'infection sélective des cellules CD4+ de phénotype 
mémoire (CD29+). 

-d'autre part la diminution sélective du nombre de cellules CD4+ 
portant le phénotype mémoire : CD4+, CD29+. 

-enfin l'analogie entre les dysfonctions des PBMC de patients infectés et 
les propriétés fonctionnelles des cellules de phénotype naïf (cf table) 

.................................................... 
Proprié tés fonctionnelles des sous-popula tions T 

activité cellules Cellules naïves Cellules T de 
fonctionnelle mémoires CD29+ CD29- patients VIH+ 

------------ ---------------- ---------------- ---------------- 
Réponse à 

Antigène ++++ - - 
Alloantigène ++++ ++++ ++++ 
PHA ++++ ++++ ++++ 
dose sub CD3 +++ + + 
C M  +++ + + 

Production IFNy ++++ 
activité helper ++++ 

Comme on peut le voir cette hypothèse est séduisante . Pourtant, si il 
est indiscutable que seules les cellules mémoires sont infectées in vivo, et 
comment pourrait-il en être autrement si l'intégration du  virus nécessite 
l'activation de la cellule (245), activation qui donne à la cellule un 
phénotype mémoire ?(286). La disparition sélectives des cellules mémoires 
en début de  maladie n'est pas retrouvée par tous les auteurs (287-289). 
D'autre part, la comparaison des dysfonctions lymphocytaires entre les 
cellules naïves et les cellules de patients VIH+ n'est pas toujours aussi nette. 
Ainsi, nous avons pu montré que la réponse aux superantigenes des 
cellules naïves était aussi importante que celle des cellules mémoires alors 
que cette réponse est très diminué dans les cellules de patients VIH+. 
D'autre part, les travaux de l'équipe de Shearer (290,291) montrent que ces 
cellules mémoires n'ont pas été détruites car même si elles sont incapables 
de proliférer en réponse à l'antigène elles peuvent encore secréter de l'IL2 et 



de plus il est possible de restaurer leur prolifération en ajoutant des cellules 
allogéniques. 

.3.2.4. signaux inhibiteurs fournis par les proteines virales. 

3.2.4.1. la proteine gpl2O 

La proteine gp120 du VIH se fixe sur la molécule CD4 humaine qui est 
le seul récepteur de haute affinité caractérisé pour les VIH-1 et 2. Les 
proteines gp120 et gp41 sont issues du clivage de la proteine gp160 par une 
protéase cellulaire lors du bourgeonnement du virus. La gp120 reste associée 
de façon non covalente à la partie gp41 à la surface de l'enveloppe 
glycoproteique du virion( 292). On peut également détecter la gp120 soluble 
dans les surnageants de cultures cellulaires infectées par le VIH (293). 

La molécule CD4 à la surface des cellules T sert à stabiliser l'interaction 
entre le complexe CD3-TCR et les molécules CMH de classe II présentatrice 
de l'antigène (294). Une région monomorphique des molécules de classe II 
du CMH se fixe sur la molécule CD4. Cette interaction active une tyrosine 
kinase p56lck, associée à la partie intracytoplasmique de la molécule CD4. 
Cette proteine kinase a la propriété de phosphoryler les chaines c d u  
complexe CD3 (69) 

L'interaction de la molécule CD4 avec un ligand qui ne mobilise pas le 
TCR ( ce qui est le cas de la gp120) pourrait induire un signal négatif et une 
diminution de l'expression de la molécule CD4 à la surface de la cellule 
rendant ainsi la cellule réfractaire aux stimuli ultérieurs (295). D'autre part, 
un ligand fixé sur la molécule CD4 peut être une gène stérique à la 
formation d u  complexe CD3-TCR-CD4/MHCII-antigène qui permet 
l'activation de la cellule. 

La molécule gp120 purifiée ou le virus inactivé sont capables d'inhiber 
la réponse mitogénique aux lectines (296), aux antigenes (297) ou aux 
anticorps CD3 (298) de PBMC normaux. D'autre part les aggregations de la 
molécule gp120 soit naturelles, soit par l'addition d'anti-gp120 permettent 
une meilleure efficacité de la molécule (299). La plupart des effets observés 
avec la molécule gp120 peuvent être obtenus par l'utilisation d'anticorps 
CD4. 



On a pu montrer que l'addition de proteine gp120 sur des lymphocytes 
T CD4+ au repos (300) ou sur des cellules nerveuses (301) était capable 
d'augmenter la concentration intracellulaire de Ca2+ ainsi que le taux 
d'inositol phosphates permettant dans les cellules T l'expression du  
récepteur à ltIL2. Ces travaux ont été démenti récemment par l'équipe de J. 
Bolen (302) qui ne retrouve ni l'augmentation du calcium intracellulaire, ni 
même une activation de la proteine tyrosine kinase p561ck après la fixation 
de la molécule gp120 sur la molécule CD4. 

Le rôle pathogène de la molécule gp120 tient tout d'abord dans sa 
capacité à se fixer sur la molécule CD4 ce qui permettra au virus d'infecter la 
cellule. D'autre part, les expériences in vitro montrent que la fixation de la 
molécule gp120 sur son récepteur inhibe la présentation antigénique et 
l'interaction nécessaire à l'activation de la cellule entre les molécules CMH- 
II et CD4. Si les effets immunosuppresseurs de cette molécule sont clairs in 
vitro, les concentrations proteiques utilisées et le type d'inhibition observé 
ne correspondent absolument pas aux observations obtenus avec les 
lymphocytes de patients VIH+. Par exemple la proteine gp120 est capable 
d'inhiber la prolifération des lymphocytes T en réponse à la 
phytohémmaglutinine (PHA) (alors que les cellules de patients prolifèrent 
en réponse à la PHA) et ceci à la concentration de 20 pg/ml (une dose très 
supérieure à celles utilisées habituellement). 

3.2.4.2 La proteine tat 

La proteine tat du VIH active l'expression des gènes du virus et est 
essentielle lors de la réplication virale in vitro. Cette proteine est capable de 
pénetrer à l'intérieur d'une cellule, d'aller jusqu'au noyau et d'y activer 
certains gènes (303). Cette propriété de la molécule a amené l'équipe de A.D. 
Frankel (304) a regardé l'effet de tat sur la prolifération antigénique des 
lymphocytes T. A 2 yg/ml, la protine tat est capable d'inhiber jusqu'à 90% la 
prolifération de lymphocyte T en réponse à des antigènes. En revanche, cette 
protéine n'a aucun effet sur la prolifération induite par des lectines 
mitogéniques comme la PHA. Le mécanisme d'action de cette protéine n'est 
pas connu mais l'équipe de Frankel a noté qu'une forme oxydée de cette 
proteine (qui pert alors ses propriétés de transactivateur génique) est 
incapable d'inhiber la prolifération des lymphocytes T en réponse aux 
antigènes. Ceci montre que l'action de cette proteine doit passer par 
l'activation de certains gènes cellulaires. 



3.2.5. Hyperactivation des cellules et donc incapacité du 
système immunitaire à répondre à une stimulation ultérieure, 
transduction des signaux défectueuse. 

Les dysfonctions cellulaires détectées chez les patients VIH+ sont à la 
fois des suppressions et des augmentations de la réponse immune. En effet, 
si la réponse des cellules T est diminuée, celle des cellules B est fortement 
augmentée et on note une activation polyclonale accompagnée d'une 
hypergammaglobulinémie (305). On a donc pensé que le VIH ou ses 
proteines, pouvaient induire une activation chronique des cellules B mais 
aussi des cellules T. Ces cellules activées chroniquement sont alors 
incapables de répondre à une stimulation ultérieure. Ainsi les 
manifestations de suppression et d'hyperactivation serait le résultat du  
même changement cellulaire, certain auteurs ont tenté de définir ce facteur. 

En utilisant des lignées T ou des lymphocytes T CD4+ infectées in vitro, 
certains auteurs ont pu montrer que ces cellules présentaient des 
dysfonctions dans leurs capacité à transmettre les signaux d'activation. 
Ainsi sur la lignée H9, Gupta (306) puis Pinghing (307) ont montré une 
augmentation de la concentration en calcium intracellulaire lors de son 
infection par le VIH. Ces cellules deviennent alors réfractères à une 
augmentation subséquente induite par des anticorps CD3 ou la PHA. Ces 
travaux ont été poursuivi par Linette et coll. (308) qui étudiant des 
lymphocytes CD4+ infectés in vitro ont montré une absence de mobilisation 
du  calcium intracellulaire médiée par des anticorps CD3 alors qu'ils 
observent une augmentation de la concentration intracytoplasmique de 
Ca2+ avec une activation via CD2. De plus Pinghing, toujours avec la lignée 
H9, montre que la concentration en inositol phosphate est également 
élévée, et qu'il n'est pas possible de l'augmenter par une activation avec de 
la PHA. 

Nous avons vu que l'addition de gp120 sur des lymphocytes non 
infectés pouvait augmenter la concentration intracytoplasmique de Ca2+ et 
d'inositol phosphate (300). L'interprétation de ces résultats selon Pinching 
est la suivante : l'association entre les molécules gp120 et CD4 à la surface de 
la cellule entraine une augmentation des inositol phosphate et du  Ca2+ 
intracellulaire médiée par les effets tyrosine kinase de la p56lck associe à la 
molécule CD4 D'autre part, on assiste à la dissociation des molécules CD3 et 
CD4 à la surface de la cellule, ce qui entraine une dysfonction de la voie 



d'activation CD3 qui nécessite la proximité physique de ces deux molécules. 
Cette séparation peut se faire par une internalisation de la molécule CD4 
après fixation de la molécule gp120 par exemple. 

04. l'hypothèse de la mort programmée par activation 
Résumé de l'article 5 

Le syndrome de l'immunodeficience acquise est causé par une 
disparition progressive et sélective des cellules T CD4+, cibles de l'infection 
par VIH. Cependant, la plupart des auteurs s'entendent pour reconnaître 
que la première dysfonction immunitaire détectée, et ceci plusieures années 
avant la diminution du nombre absolu des cellules T CD4+ est l'incapacité 
sélective de ces cellules à répondre aux antigènes mémoires et au Pokeweed 
mitogen (267,268,290). Par contre, les cellules T CD4+ conservent beaucoup 
plus longtemps la possibilité de répondre in vitro à des cellules 
allogéniques, à la PHA et à des anticorps CD3. Si ce constat est bien admis, la 
cause de cette dysfonction est inconnue. 

Elle ne semble pas liée à un effet lytique d u  virus dans la mesure ou 
ces anomalies se produisent avant la diminution du nombre des cellules 
CD4+ et alors que le nombre de cellules infectées est inférieur à 1/1000 
(361,262). 

Ceci a orienté les recherches vers un mécanisme indirect. 
-l'action des cellules suppressives(309,274). 
-l'influence des cellules présentant llantig&ne 
-le rôle inhibiteur de certaines proteines virales 
-des mécanismes d'autoimmuni té (281) 
Malheureusement, ces différentes voies de recherche n'ont pas permis 

d'obtenir un modèle clair permettant d'expliquer l'ensemble des anomalies 
détectées in vivo. 

Nous avons developpé une hypothèse permettant d'expliquer à la fois 
la dysfonction precoce et la déplétion tardive des cellules T CD4+ des 
patients infectés par VIH-1 par un mécanisme unique : la mort cellulaire 
induite par activation ou mort cellulaire programmée ou apoptose (310). 

Nous avons testé in vitro la prolifération des cellules T de patients 
asymptomatiques, ou de sujet normaux, en réponse à différents stimuli 
mitogéniques. Nous avons pu observer que les cellules T de patients VIH+ 
présentaient un déficit sélectif de réponse au PWM, aux antigénes 
mémoires ou la mobilisation du récepteur T, dependante des molécules de 



classe II d u  CMH, et conduite par les "superantigènes" comme 
l'enterotoxine staphyloccoccique 0 (SEB). Ce déficit de prolifération est 
corrélé à l'induction d'une mort cellulaire des lymphocytes T CD4+ avec les 
caractéristiques de l'apoptose (necessité d'une synthèse proteique, 
fragmentation de l'ADN en multiples de 200 paires de bases et condensation 
de la chromatine). Comme pour les thymocytes, la cycloheximide et la 
cyclosporine A inhibent cette mort cellulaire induite par activation. Mais 
contrairement à ce qui est observé pour les thymocytes, ni les esters de 
phorbol, ni l'ILI, ni l'IL2 ni les anti-IFNy ne sont capables d'inhiber 
l'apoptose des lymphocytes de patients VIH+. Seuls parmi les seconds 
signaux testés, les anticorps dirigés contre la molécule CD28 sont capables 
d'inhiber l'apoptose tout en restaurant la prolifération des lymphocytes T 
CD4+ de patients en réponse au PWM, aux "superantigénes" mais aussi aux 
antigènes mémoires (31 1). 

Ces résultats suggèrent donc que les lymphocytes T CD4+ de patients 
asymptomatiques infectés par VIH-1 sont éduqués in vivo pour répondre à 

une activation sélective en se suicidant par apoptose. Des résultats 
semblables ont été récemment communiqués par l'équipe de L. Montagnier 
qui décrit une mort cellulaire par apoptose des lymphocytes de patients 
infectés par VIH-1, induite par la Ionomycine(312). 

Ces résultats permettent d'expliquer les dysfonctions sélectives des 
lymphocytes T de patients VIH+ détectées in vitro. Quant à la délétion in 
vivo des cellules T CD4+ elle pourrait être expliquée par le même 
phénomène lors de la rencontre entre une cellule T et son antigène qui 
entrainerait la disparition de celle-là. Cette perte des cellules au cours de la 
longue période prépatente de la maladie (5-10 ans) permettrait à elle seule 
d'expliquer la diminution importante et progressive du  nombre de  
lymphocytes T CD4+. D'autre part, les infections de type staphylococciques 
ou mycoplasmiques, en inondant l'organisme de toxines de type 
"superantigène" entraineraient des pertes beaucoup plus importantes en 

activant non spécifiquement les cellules T. 
Par ailleurs, il existe deux phénomènes apparemment paradoxaux chez 

les sujets infectes par VIH. Le premier est l'activation importante et durable 
des lymphocytes B et des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques en l'absence de 
prolifération des lymphocytes helpers T CD4+. L'hypothèse de la mort 
cellulaire par activation est compatible avec cette observation car l'apoptose 
est associée à la synthese précoce de lymphokines (313,314) qui pourraient 
exercer leur pouvoir d'activation sur les cellules B et sur les cellules T CD$+ 
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cytotoxiques. Le deuxième est le pourcentage très faible (<1/1000) de 
lymphocytes T CD4+ infectés in vivo avant la phase terminale de la 
maladie. L'intégration du  VIH nécessitant l'activation des cellules T CD4+, 
un processus de suicide rapide apres activation expliquerait la coexistance 
d'un taux d'infection très faible et d'une dépletion progressive de cette 
population cellulaire. 
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Summary 

In immature thymocytes, T-cell receptor (TCR) mobilization leads to an 

active T-ceil suicide process, apoptosis, involved in the selection of the 

T-cell repertoire. We have proposed that inappropriate induction of such a 

cell death program in the mature CD4+ T-cell population could account for 

both early qualitative and late quantitative CD4+ T lymphocyte defects of 

HIV-infected individuals. Here, we report that the selective failure of CD4+ 

T cells from 59 clinically asymptomatic HIV-infected individuals to 

~ 1 
proliferate in vitro to TCR mobilization by major histocompatibility I 

I 

complex class II (MHC-Il)-dependent superantigens and to pokeweed rnitogen 

(PWM) is due to an active CD4+ T-cell death process, with biochemical and 

ultrastructural features of apoptosis. Activation-induced cell death occured 

only in the CD4+ T-cell population from HIV-infected asymptomatic 

individuals and was not observed in T cells from any of 58 HIV-seronegative 

controls, inciuding 9 patients with other acute or chronic infectious 

diseases. Activation-induced CD4+ T-cell death was prevented by 

cycloheximide, cyclosporin A, and a CD28 mAb. The CD28 mAb not only 

prevented apoptosis but also restored T-cell proliferation to stimuli, 

including PWM, superantigens, and the tetanus and influenza recall antigens. 

These findings may have implications for the understanding of the 1 
l 

pathogenesis of AlDS and for the design of specific therapeutic strategies. 
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~ H IV-infected individuals present early CD4+ T-ce11 functional defects (1  -7) 

that precede the quantitative reduction in this cell population that leads to 

AIDS. These functional defects are detected while less than 1/1,000 TH 

cells are infected (8-IO), and are characterized by a selective loss of 

ability to proliferate in vitro to self MHC-Il-restricted recall antigens and 

to PWM (1-7), while the capacity to proliferate to the phytohernagglutinin 

(PHA) mitogen is maintained. CD4+ T-cell dysfunction and depletion have 

been attributed to a wide range of distinct mechanisrns. In particular, the 

early qualitative defects have been related to T-cell suppression (7,11), 

clonal anergia (7), autoirnrnune responses (12), inhibitory effects of HIV 

proteins (13,14), or selective HIV-mediated destruction of memory T cells, 

leading to the presence of only naive CD4+ T cells (15,16). We have proposed 

the hypothesis (17) that a single mechanism, the inappropriate re- 

emergence of a T-cell death program in response to activation could account 

for both early qualitative and late quantitative CD4+ T-cell defects from 

HIV-infected individuals. 

Programmed celt death, or activation-induced cell death, or apoptosis, ~ 
is an active cell suicide mechanism of widespread biological importance 1 

(18) that constitutes the physiological response of normal immature 1 

thyrnocytes to activation (18-23); this process is involved in the negative i 

selection of the T-cell repertoire, the deletion of autoreactive T-cell 1 

clones, and the establishment of self-tolerance (24). This cell suicide 
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mechanism occurs in the absence of bystander-cell destruction, requires 

ceil activation, initiation of protein synthesis, and involves the activation 

of an endogenous endonuclease that results in a characteristic regular 

fragmentation of the entire cellular DNA into multiples of an 

oligonucleosome unit of 200 base pairs (18-28). In immature thymocytes, 

apoptosis is not an obligatory response to TCR stimulation, but is the 

consequence of incomplete signal transduction related to the nature of the 

antigen presenting cell and to the absence of certain co-signais 

(22,23,29,30). A major question in T-cell biology is thus whether TCR 

mobilization may also lead in certain circumstances to the re-emergence of 

a functional cell death program in mature T cells. 

We have investigated whether in vitro activation of T cells from 

clinically asymptomatic HIVI-infected individuals - including individuals 

with normal CD4+ T-cell counts - and from controls with polyclonal 

activators and self-MHC-ll-dependent recall antigens may lead to T-cell 

death. Since memory T cells specific for a given recall antigens are rare, 

and might be depleted in HIV-infected individuals, we also investigated the 

T-cell response to the self-MHC-ll-dependent staphylococcal enterotoxin 6 

superantigens (SEB) (31). These superantigens bind to MHC-II molecules and 

interact with defined Vp TCR molecules expressed by up to 30% of normal 

human T cells, inducing proliferation in normal mature CD4+ T cells (31) 

and apoptosis in immature thymocytes (21). 
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Material and Methods 

Study subjects. Pefipheral biood was obtained from 109 HIV-infected 

asymptornatic individuals in the Service des Maladies Infectieuses, Centre 

Hospitalier de Tourcoing, France. They were 75 men and 34 wornen, al1 

clinically asyrnptomatic (stage II of the Center for Disease Control (CDC), 

Atlanta, classification); 79 were CDC stage IIA (no biological 

abnormalities, ~ ~ 4 > 5 0 0 / r n m ~ ,  mean 884); 30 were CDC stage llB (biological 

abnormalities, c ~ 4 < 5 0 0 / m r n ~ ,  mean 342). HIV infection was related to 

hornosexuality (n=49), heterosexual contact (n=30), intravenous drug use 

(n=28), or blood transfusion (n=2). Controls (n=58) were 49 

HIV-seronegative healthy donors and 9 HIV-seronegative patients with 

infectious or autoimmune diseases. These included respectively: 

symptomatic infectious mononucleosis; genital herpes; candida albicans 

spondylitis; cutaneous staphylococcal infection with staphylococcal septic 

arthritis in a ' diabetic patient; evolutive loa loa filariasi's; evolutive 

onchocercosis with eosinophilia; falciparum malaria; gram negative 

pneumopathy; and periarthritis nodosa. 

Cell preparations. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were 

obtained on Ficoll-Hypaque, and cells were cultured as previously described 

In some experiments, CD4+ or CD8+ T cells were purified by negative 

selection with magnetic beads coated by anti mouse IgG (Dynal, Biosys, 

France). Cells (50.10~)  were plated to plastic Petri dishes in order to 
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harvest adherent cells by scraping. Non adherent cells were incubated with 

Spg/ml of CD20, CD56, MHC-II, CD4 or CD8 mAb in a volume of Sm1 in RPMl 

for 30mn. Subsequently, excess antibody was removed by washing twice in 

RPMI. The cells were then resuspended in 5ml RPMl with magnetic beads 

(according to the manufacturer's instructions). This mixture was rotated in 

the cold for 30mn and the cells were passed through a magnetic field twice 

to remove the cells that had bound to the magnetic beads. Cells were 98% 

pure as assessed by cytofluorometry. 

In some experiments, PBMC were depleted either in CD4+ or COB+ T cells by 

using the same general method, cytofluorometry analysis revealing less 

than 2% contaminating cells. 

Ce11 proliferation assays. Cell proliferation assays were performed in 

96-well culture plates (Nunc) in a final volume of 200~1 as previously 

described (33). PBMC (2.5 10~ lml )  were cultured in RPMIIIOO/~ fetal calf 

serum. Mitogens (purchased from Sigma, France) were used respectively at 

the foliowing final concentrations: PHA, 1 Opg/ml; Con A, 1 Opglml; PWM, 

1 Opglml; staphylococcal enterotoxin B superantigens (SEB), lpglml; the CD3 

mAb was used at lpglml. Tetanus toxoid (TT) recall antigen (Biomerieux, 

France) was used at 10pgIml; and Influenza A hemagglutinin (Infl) recall 

antigen (Eurobio, France) at 1Opg/mI. After 3 days for mitogens or 6 days 

for antigens, cultures were pulsed with lrCi of =[Hl-thymidine (1Cilmmol or 

25 Cilmmol, depending on the experiments, Amersham, France) during the 

final 15h of incubation, and harvested. 
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Evaluation of ce// death by Trypan Blue exclusion. Cells were incubated 

in 96-well plates with various stimuli in the same conditions as for 

proliferation assays. They were harvested by pipetting and diluted 1:2 with 

0.1% trypan blue in PBS. The live and dead cells were counted in a 

hemocytometer. 

DNA fragmentation assays. D N A  fragmentation was determined 

according to the methods of Wyllie and Morris (28) and Newell et al. (33) 

with slight modifications. In brief. 1 0 ~ c e l l s  were collected by 

centrifugation at 2009 for 10mn, and lysed in 1ml hypotonic lysing buffer 

(5mM Tris Ph 7.4, 5 mM EDTA, 0.5% Triton X 100). The lysates were 

centifuged at 13,000g for 15mn. Supernatants were deproteinized by 

extraction once in phenol/chloroform and twice in chloroform/isoamyl 

alcohol (24:l) and precipitated at -20°C in 50% isopropanol, 130 mM NaCI; 

after electrophoresis on 2% agarose slab gels, DNA was stained by ethidium 

bromide. 

EIectron Microscopy. Cells were fixed in 1% glutaraldehyde in 0.1 M 

sodium cacodylate buffer pH 7.4 for 2h at +4OC. Pellets were post fixed in 

1% aqueous osmium tetroxide for 1 h, en-block stained in 1% aqueous uranyl 

acetate for 6h and embedded in araldite. Sections were stained with uranyl 

acetate and lead citrate before examination with a Philips EM 420 electron 

microscope. 

Monoclonal antibodies and chemicals. The mAb used in this study were 

CD3 (X35-7, IgG2a), generous gift from Dr. Bourel (France); CD28 (9.3, 
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lgG2a). generous gift fr0m Oncogen corp.; CD28 (CL6 2811, IgG1). purchased 

from Jansen; CD20 (10820, IgM), CD56 (IOT56, IgGl), HLA-DR (IOT2a. lgG2b), 

CD4 (IOT4, IgG2a), CD8 (IOT8, IgG2a), were al1 purchased from Immunotech, 

France; CD5 (A50, IgGl), CD44 (P245, IgG2a), generous gifts from Dr. A. 

Bernard, France. 

Cyclosporin A was purchased from Sandoz, France; cycloheximide from 

Sigma, and azidothymidine (AZT) from Burroughs Wellcorne. 

Statistical analysis. Statistical significance was assessed by using a 

Students' t test. 

Results 

P r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e  o f  T c e l l s  f r o m  HIV- in fec ted  

asymptomatic individuals and f rom controls. We investigated the in 

vitro proliferation of T cells from 109 HIV-infected asymptomatic 

individuals and 59 controls in response to the polyclonal activators PHA, 

Con A, PWM, ~ 8 3  mAb, to the tetanus recall antigen, and to the SE6 

superantigens. T cells from al1 healthy controls proliferated to al1 stimuli, 

while T cells from HIV-infected asymptomatic individuals showed a 

selective defect in their response to SEB, to recall antigen and to PWM (Fig. 

1 A). 

Proliferation of T cells from HIV-infected individuals to Con A and to 

CD3 mAb was only slightly reduced (not shown), as was proliferation to PHA 

(Fig. 1A). This was consistent with the fact that al1 HIV-infected 
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individuals studied were clinically asymptomatic, with few or no biological 

abnorrnalities, since defective proliferation to CD3 mAb and to PHA have 

been reported to be predictive markers of evolution towards AlDS in long 

term infected individuals or patients (34). 

As shown in Fig. 10, T cells from 9 HIV-seronegative controls with 

acute or chronical infectious diseases proliferated less well to PHA than T 

cells from HIV-infected individuals, but better to PWM and to SEB. 

Cel l  death in PBMC and pur i f ied T ce l ls  f rom HlV-infected 

asymptomatic individuals and from controls. Addition of PWM or SE6 

to PBMC from 59 different HIV-infected asymptomatic individuals was 

followed by cell death after 48h of about 40°h and 20% respectively, of 

PBMC, whereas no cell death was observed at 48h in the unstimulated PBMC 

from HIV-infected asyrnptomatic individuals. No cell death was detected in 

the unstimulated and stirnulated PBMC frorn the 49 HIV-seronegative 

healthy controls (Fig. 2A) and from the 9 HIV-seronegative controls with 

acute or chronical infectious diseases (Fig. 28). 

In order to identify the cell population undergoing ceil death after 

activation, PBMC from 12 HIV-infected asymptomatic individuals and 4 

healthy controls were depleted either of CD4+ T cells or of CD8+ T cells. 

After addition of PWM or SEB, cell death was only observed in the CD8+ 1 
T-cell depleted PBMC population (containing the CD4+ T-cell population) 

from HIV-infected asyrnptomatic individuals (Fig. 3A). suggesting that 

neither CD8+ T cells, 8 cells, natural killer cells nor monocytes underwent 1 
l 



Groux. Torpier. Monte. Llouton, Capron, Arpeisen 
134 

activation-induced cell death in the absence of CD4+ T cells. Ninety-eight 

percent pure CD4+ T cells and CD8+ T cells were also prepared from PBMC 1 
from 2 HIV-infected asymptomatic individual and a control. As shown in Fig. 

I 

38, activation-induced ce11 death in response to PWM or SEB was only 1 

1 

observed in the CD4+ T lymphocyte population from the 2 HIV-infected 1 

asyrnptomatic individuals (Fig. 3b). The percentages of cell death induced by 

PWM stimulation (% PWM-induced death - O/O background death in medium) 

were respectively of 45% and 52% in the purified C04+ T-cell populations of 

the 2 HIV-infected individuals. Since activation-induced cell death was only 

observed in the CD4+ T-ceIl p upulation, and since the percentages of CD4+ f 
T cells present in unpurified PBMC were respectively of 50% and 52%, one 

would expect around 220h and 27% of cell death in PWM-stirnulated 

unpurified PBMC. These percentages are close to the 27% and 30% actually 

observed. In superantigen-stimulated unpurified PBMC, expected 

percentages of cell death were of 9 and 10%. and observed percentages were 

of 10 and 14%. Thus, slightly more cells died in the stimulated unpurified 

PBMC than in the purified stimulated CD4+ T-cell populations. This suggests 

either that stimulation of the whole PBMC population led to more CD4+ 

T-cell death, or alternately that, when CD4+ T cells are present, certain 

cells other than CD4+ T lymphocytes also undergo activation-induced death. 
. . 

Mechanism and prevention of T-cell death. Death of T cells from 

HIV-infected asymptomatic individuals involved 2 features characteristic 

of apoptosis (18-21.25-28.35). First, gel electrophoresis of the DNA of 



PBMC from HIV-infected asymptomatic individuals, performed 18h after 

addition of PWM or SEB. showed a DNA fragmentation pattern in multiples of 

a 200 base pair oligonucleosome length unit (Fig. 4a). Second, electron 

microscopy of PBMC from HIV-infected asymptomatic individuals 18h after 

the addition of PWM revealed nuclear chromatin condensation (Fig. 4c). 

Activation-induced T-cell death was not related to HIV-mediated 

cytopathogenic effects. Indeed, first, electron microscopy of PWM or SEB 

activated PBMC did not reveal the presence of HIV viral particles; second, as 

shown in Table 1, experiments performed in the presence of the reverse 

transcriptase inhibitor AZT did not modify activation-induced cell death in 

PBMC from HIV-infected asymptomatic individuals. 

An essential characteristic of apoptosis in various cell populations is 

its dependence on cell activation, gene transcription, and protein synthesis 

in the dying cell (25-27; reviewed in 18). Addition of the protein synthesis 

inhibitor cycloheximide, or of cyclosporin A, both of which prevent 

activation-induced apoptosis in immature thymocytes (20), prevented 

activation-induced death by apoptosis of T cells from HIV-infected 

asymptomatic individuals in response to PWM and SEB (Fig. 2A, and Fig. 4a, 

lane 7). 

Rertorat ion o f  the capacity of CD4+ T cells to proliferate to  

stimuli. Protein synthesis inhibitors and cyclosporin A. which prevented 

apoptosis. also prevented T-cell proliferation in response to stimuli. It has 

been shown in immature thymocytes that the addition of certain cosignals 
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such as Interleukin-1 ( - 1 ,  IL-2 and phorbol esters. not only prevent 

apoptosis. but also allow a proliferative response to stimuli (22.24.29.30). 

Addition to T cells from HIV-infected asymptomatic individuals of IL-1, 

IL-2 or phorbol esters neither prevented apoptosis nor allowed proliferation 

in response to PWM or SE6 (not shown). The CD28 mAb cosignal, that 

enhances in normal mature activated C04+ T cells the stability and 

transcription of several lymphokines mRNA (36,37), has been reported to 

allow proliferation of normal immature thymocytes to stimuli (38), and to 

enhance in T cells from HIV-infected individuals the proliferative response 

to the CD3 antibody (15). As shown in Fig. 2A, 38, and 4a (lane 14), addition 

of CD28 mAb to PBMC or purified CD4+ T cells from HIV-infected 

asymptomatic individuals prevented PWM- and SEB-induced death by 

apoptosis and, as shown in Fig. 5, also restored T-cell proliferation in 

response to PWM and SEB. CD28 mAb alone did not induce proliferation of T 

cells from HIV-infected asymptomatic individuals (Fig. S), and CD28 mAb 

did not enhance control T-cell proliferation to PWM, SEB or TT. CD28 mAb 

restored proliferation to PWM and SE8 of purified CD4+ T cells, but not of 
1 

purified CD8+ T cells from an HIV-infected asymptomatic individual (not 

shown). Two different CD28 mAb (CLB2811, lgGl and 9.3, IgG2a isotype) 

were used and had the same effect, while control mAbs of the same isotype 

(C05, IgG1, and CD44, IgG2a) had no effect. 

CD28 mAb not only restored proliferation of T cells from HIV-infected 

individuals to PWM and SEB, but also to the tetanus recall antigen (Fig. 5), 
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indicating that tetanus-specific memory T cells were present in the 

HIV-infected individuals. and suggesting that induction of apoptosis might 

account for their in vitro unresponsiveness to the recall antigen. 

Ant igen-mediated funct iona l  delet ion of ant igen-specif ic T 

cells. Whether antigen may induce selective in vitro deletion of specific 

memory T cells was further investigated. PBMC from 4 HIV-infected 

asymptomatic individuals and from 2 controls were first incubated for 10 

days with the tetanus antigen in the absence of CD28 mAb. At day 10, cell 

mortality was 12 to 15% in PBMC from HIV-infected asymptomatic 

individuals and from controls. As shown in Table 2, cells were then layered 

on Ficoll Hypaque, washed twice and incubated for 3 days with PHA or for 6 

days with the tetanus or the influenza recall antigens, in the absence or in 

the presence of the CD28 mAb. Cells from HIV-infected asymptomatic 

individuals that had been first treated with tetanus recall antigen retained 

their capacity to proliferate to the influenza recall antigen in the presence 

of CD28 mAb, but selectively lost their subsequent capacity to proliferate 

to tetanus in the presence of CD28 mAb, suggesting that tetanus-specific 

memory T cells had been selectively deleted during the first incubation 

with the tetanus antigen. As also shown in Table 2, preincubation of PBMC 

from controls with the tetanus antigen did not lead to any subsequent 

functional impairement, 
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Discuss ion  

Our results show that the selective in vitro proliferative defect of CD4+ 

T cells from HIV-infected asymptomatic individuals to TCR mobilization by 

self-MHC-Il-dependent superantigens and to PWM, is related to the 

induction by these stimuli of an active CD4+ T-cell death process by 

apoptosis. Cell death was not observed in the absence of stimuli nor in 

response to stimuli that induced proliferation (PHA and the CD3 mAb). Cell 

death did not occur in mononuclear cells depleted in CD4+ T lymphocytes, 

and was observed in purified CD4+ T-cell populations, suggesting that the 

presence of CD4+ T cells was both necessary and sufficient for the 

induction of this cell death process. No cell death was detected in 

stimulated or unstimulated T cells from 49 healthy HIV-seronegative 

controls nor from 9 HIV-seronegative patients with various acute or chronic 

infectious diseases. Although CD4+ T cells from HIV-infected individuals 

failed to proliferate to TCR mobilization by the self-MHC-Il-dependent 

tetanus and influenza recall antigens, activation-induced CD4+ T-cell death 

in response to these antigens could not be detected. This is consistent with 

the fact that memory T cells specific for a given recall antigen are rare and 

that activation-induced cell death spares bystander cells (18), but could 

also be related, as previously suggested, to an early in vivo depletion of 

antigen-specific memory T cells (15,16). We observed however that addition 

of a CD28 mAb CO-signal that prevented apoptosis and restored T-cell 

proliferation in response to PWM and to superantigens, also restored T-ceIl 



proliferation to the tetanus and influenza recall antigens, indicating thus 

that the specific memory T ceils were present in HIV-infected 

asymptomatic individuals. Preincubation of T cells with the tetanus antigen 

in the absence of CD28 mAb led to a subsequent selective loss of their 

capacity to proliferate to this antigen in the presence of the antibody, while 

the T-cell proliferative response to the influenza antigen in the presence of 

CD28 was not impaired. This suggested that antigen-specific activation- 

induced CD4+ T-cell death was the mechanism most likely to account for 

the failure of the memory T cells to proliferate to these recall antigens. 

After Our work was completed and was submitted for publication, two 

independent reports (39,40) confirmed the existence of a relationship 

between HIVi infection and apoptosis. One study (39) showed that in vitro 

i activation of PBMC from HIV-infected individuals with calcium ionophore 

leads in 24h to death by apoptosis of a significant proportion of cells that 

were not characterized. Oeath by apoptosis of PBMC from HIV-infected 

individuals was also obsewed in this study after a 3 days' incubation in the 

1 absence of any stimuli. It should ben noted that our assays, that showed the )Q 
d 

absence of cell death in unstimulated PBMC from all 59 HIV-infected 

asymptomatic individuals tested, were always done after a .two days' 

incubation. However, additional investigation of vital dye exclusion that we 

performed in PBMC from 18 HIV-infected asymptomatic individuals revealed 

no ce11 death after 3 days incubation in the absence of stimuli. We do not 

know whether this discrepancy rnay be related to differences in cell culture 
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conditions, or in the biological or clinical status of HIV-infected 

individuals tested. 

The other report does not concern T cells from HIV-ir~fe~ted individuals 

but shows that the in vitro cytopathogenic effect of some HIVi strains that 

follows in vitro H IV1 infection of T cell-lines or mononuciear cells, is 

related to the induction of apoptosis (40). In HIV-infected asymptomatic 1 
individuals, however, less than 0.1% of peripheral blood CD4+ T cells are 

infected (8-10). Since we observed that in vitro activation with PWM 

resulted in death of around 40% of the CD4+ T cells, the possibility that 

apoptosis occurred only in HIV-infected CD4+ T cells could be excluded. This 

was confirmed by electron microscopy studies revealing the absence of 

viral particle production, and by in vitro experiments perforrned in the 

presence of the reverse transcriptase inhibitor AZT showing that AZT did 

not affect activation-induced T-cell death. 

Recent observations of apoptosis in mature murine CD4+ T cells (33,41) 

suggest at least two indirect mechanisms that may account for the 

re-emergence in the mature CD4+ T-cell population of an activation-induced 

death program. First, CD4+ T cells from HIV-infected asymptomatic 

individuals may be primed in vivo for apoptosis upon further activation. 

Pretreatment of mature murine CD4+ T cells with CD4 antibody has been 

shown to prime them for apoptosis upon selective mobilization of their aj3 

TCR but not of their CD3 complex (33), a response resernbling that of CD4+ T 

cells from HIV-infected individuals. Obvious candidates for such an in vivo 
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priming include the binding to CD4 of secreted HIV-gpl20 envelope protein 

released in serum Or lymph (42), gp120-anti-gp120 antibody immune 

complexes, or anti-CD4 autoantibodies. However, preliminary resuits 

obtained in Our laboratory suggest that the sole preincubation of normal 

mature human CD4+ T cells with CD4 antibody or gp120, whether 

cross-linked or not, does not lead to apoptosis upon further stimulation. 

A second possibility is that CD4+ T cells from HIV-infected 

asymptornatic individuals have no intrinsic abnormalities, but that 

defective antigen presenting ceIl function accounts for induction of T-cell 

apoptosis. Whether antigen presenting cell from HIV-infected individuals 

are unable to provide relevant CO-signals required for a proliferative 

response to PWM, or to MHC-Il-dependent TCR mobilization, is currently 

under investigation. It has been shown that restimulation of a mature 

murine CD4+ T-cell clone by cross-linked CD3 antibodies in the absence of 

antigen presenting cell results in an active cell death process that involves 

INFy, and is prevented by anti-INFy antibody (41). Our preliminary data, 

however,  indicate that anti-INFy antibody does not prevent 

activation-induced death of CD4+ T cells from HIV-infected individuals. 

A third possible interpretation of Our findings, that cannot be 

completely excluded, is that apoptosis is the consequence of a CD4+ 

T-cel l /CD4+ T-cell killing process. Induction of apoptosis in their target 

cells is one of the means by which cytotoxic T lymphocytes (CTL) kill their 

targets (18,43). Although cytotoxic properties have been mainly ascribed to 



a sub-population of CD8+ T cells. CD4' CTL clones have been described (43). 

Since cyclosporin A, which does not prevent CD8+ CTL- or CD4+ 

CTL-mediated apoptosis of target cells (43), prevented apoptosis of CD4+ T 

cells from HIV-infected asymptornatic individuals, we think that an 

activation-induced CD4+ T-cell suicide process, in the absence of any 

participation of CD4+ killer T cells, represents at this stage the simplest 

explanation for Our observations. 

Our findings suggest the possibility that activation-induced T-cell 

death may also occur in vivo and account for the progressive depletion of 

CD4+  T cells that leads to AIDS. They irnply that the rate of CD4+ T-cell ~ 

depletion might directly depend on the percentage of activated T cells and 

not on the percentage of HIV-infected T cells. In fact, since CD4+ T-cell 

activation is required for HIV-provirus integration, and since activation 

will result in a rapid ceil deletion process for apoptosis, apoptosis could 

account for the very low percentage of HIV-infected T cells in HIV-infected 

individuals. 

We have 0bserve.d that CD28 mAb prevents apoptosis and allows in vitro 1 
proliferation of memory T cells to recall antigens. Therefore, in vitro 1 

i 
proliferation assays of CD4+ T cells in response to various recall antigens 1 

in the presence of CD28 mAb, should allow to assess at any given tirne the 
' 
I 

extent of the memory CD4+ T-cell repertoire that is remaining in vivo. This 1 
should allow to test whether CD4+ T cells specific for pathogens i 
continuously present in HIV-infected individuals, such as HlV itself, herpes 
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virus, cytomegalovirus, disappear earlier in vivo than CD4+ memory T cells 

specific for pathogens that have be been rarely (influenza) or never 

(tetanus) encountered subsequently to HIV infection. Over the years, it is 

possible that CD4+ T-cell loss may extend beyond the T-ce11 repertoire 

specific for antigens encountered by the patient. First, once T-cell clones 

specific for a given pathogen are depleted, the persistence of the pathogen 

may progressively lead to the recruitment and deletion of low affinity 

cross-reactive T-ce11 clones, that are specific for other antigens. Second, 

surinfection by pathogens that express superantigens, such as 

staphylococcus, streptococcus or mycoplasma (44), could induce the 

deletion of a large number of CD4+ T cells expressing the rnatching Vp 

molecules, independently of their antigen-specificity. Since murine 

retroviruses have been recently shown to encode superantigens (45), one 

cannot exclude the possibility that HIV itself might lead, during the course 

of the disease, to the expression of molecules with similar properties. 

Our observation that cyclosporin A and the CD28 mAb prevent 

activation-induced death of CD4+ T cells from HIV-infected asymptomatic 

individuals, and that CD28 mAb also restores their proliferative response to 

stimuli, might have implications for the design of specific therapeutic 

strategies aimed at the prevention of AIDS. Animal models of AIDS-related 

diseases should allow testing the potential beneficial effect of early in  

vivo correction of CD4+ T-ce11 apoptosis on the further evoiution of CD4+ 

T-cell counts, and on the course of the disease. 
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Legends 

Figure 1. Proliferative response of T celis from HIV-infected 

asymptomatic individuals and from controls. 

A) Histograms represent the mean i S.D. of measurement of 3[H]-thymidine 

l 
l 

incorporation of T cells frorn 100 HIV-infected asymptornatic individuals 

(HIV-infected) and from 40 HIV-seronegative healthy controls (controls 1) 

incubated with medium alone, PHA (1 Opg/ml), PWM (1 Opglm l ) ,  

superantigens (SEB) (lpglml), and the tetanus toxoid (TT) recall antigen 

i 
l 

(1 Opglml). The specific activity of the 3[H]-thymidine used was 1 Cilmmol. 

B) Histograms represent the mean f S.D. of measurement of 3[H]-thymidine 

1 incorporation of T cells from 9 HIV-infected asymptomatic individuals 

(HIV-infected), from 9 HIV-seronegative healthy controls (controls 1) and 

from 9 HIV-seionegative patients suffering from acute or chronical 

infectious diseases' (controls 2) incubated with medium alone, PHA, PWM 

and SEB as described in A. The specific activity of the 3[H]-thymidine used 

was 25Ci/mmol. 
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Figure 2. Cel l  death i n  PBMC from HIV-infected asyrnptomatic 

individuals and from controls after in vitro culture with PWM and 

SEB. 

A) Histograms represent the mean t S.D. of triplicate measurements of the 

percentage of cell rnortality in PBMC frorn 50 different HIV-infected 

asymptomatic individuals (1) and 40 controls (2), 48h after incubation with 

medium alone, PHA (10 pg/ml), PWM (10pg/ml), or SEB ( l ~ g l m l ) ,  in the 

absence or in the presence of cyclohexirnide (50pg/ml), cyclosporin A (CsA) 

(200ng/ml), or CD28 mAb (10a/ml). Cell death was assessed by trypan blue 

permeability. 

-- 
5 

B) Histogram represent the mean i S.D. of triplicate measurements of the 

percentage of cell mortality in PBMC frorn 9 different HIV-infected 

i asymptornatic individuals (HIV-infected), 9 HIV-seronegative controls 

(controls 1) and 9 HIV-seronegative patients suffering from acute or 

chronical infectious diseases (controls 2), 48h after incubation with 

medium alone, PHA, PWM or SE0 as described in A. 
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Figure 3. Cel l  death i n  pur i f ied T-cell populat ions f rom HIV- 

infected asymptomatic indiv iduals and f rom contro ls after i n  

vitro culture with PWM and SEB. 

A) Histograms represent the mean f S.D. of triplicate measurement of cell 

mortality in CD8+ T cell- or CD4+ T cell-depleted PBMC from 12 HIV- 

infected asymptomatic individuals (1 ) and 4 controls (2). T-cell 

proliferation was also measured by 3[H]- thymidine (25Cilmmol) 

incorporation after 3 days; the CD8+ T cell-depleted PBMC from controls 

proliferated to PWM (1 6,828*4,247cprn) and to SE6 (31,327*8,624cpm), 

whereas neither the CD4+ T-cell-depleted PBMC from the control, nor the 

CD8+ or CD4+ T-cell-depleted PBMC from the HIV-infected asymptomatic 

individual proliferated to either stimuli. 

B) Histograms represent the mean f S.D. of triplicate measurement of cell 

mortality in purified (98% pure) CD4+ and CD8+ T cells from 2 HIV-infected 

asymptomatic individuals (1, 2) and a control (3). Percentage of CD4 T cells 

in unpurified PBMC was 50% in individual 1, and 52% in individual 2. T-cell 

proliferation was also measured by 3[H]- thymidine (1 Cilmrnol) 

incorporation after 3 days; purified CD4+ and CD8+ T cells from HIV- 

infected individuals and from the control proliferated normally to PHA. 

C D 4 +  T cells from control proliferated in response to PWM (4,817 f 

351 cpm) and to SEB (21,892 f 1,628 cpm), whereas CD8+ T cells from 

the control and CD4+ and CD8+ T cells from the HIV-infected individual did 

not proliferate to either stimuli. 
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Figure 4. Apoptosis of  T cells from HIV-infected asymptomatic 

individuals in response to PWM or SEB. 

a) DNA fragmentation in PBMC from HIV-infected asymptomatic individuals 

and controls after overnight incubation with medium alone, PWM (5pgIml) or 

SEB (Ipglml) in the absence or presence of cyclosporin A (200nglml) or 

CD28 mAb. DNA weight rnarkers (lane 1); control PBMC with PWM (lane 2); 

PBMC from 8 HIV-infected asymptornatic individuals with: medium (lanes 3, 

12),  PWM (lanes 4-9,  13) or SEB (lanes 1 0 , l I ) .  Lanes 3-4 and lanes 

12-1 4: cells from the same individuals. Lanes 4-6 and 8-1 1 and 13 show a 

clear ladder of degraded DNA bands which are multiple of 200 base pairs, 

characteristic for apoptosis (1 0-1 3, 17-1 9). DNA fragmentation was 

suppressed when cyclosporin A (lane 7, cells from sarne individual as lane 

6) or CD28 mAb (lane 14, cells frorn same individual as lane 13) were added 

to PWM. 

b and c) Electron micrographs of PBMC frorn a HIV-infected asymptornatic 

individual after 24h incubation with b: medium or c: PWM (5pglml). Cells 

showing various stages of chromatin condensation, characteristic for 

apoptosis (1 0, 17, 19, 20), can be seen in c (arrows). Bars= 5km. 
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Figure 5. Effect of CD28 mAb on the proliferative response of T 

cells from HIV-infected asymptomatic individuals. 

Circles represent the mean k S.D. of triplicate measurement of 

3[~]-thymidine incorporation of T cells from a)  each of 19 HIV-infected 

asymptomatic individuals incubated with PWM, SEB, TT, or medium alone, in 

the absence ( e )  or presence (O) of CD28 mAb (specific activity of 

3[H]-thymidine used, 1 Cilmmol), and from b )  each of 15 HIV-infected 

asymptomatic individuals incubated with PWM, SEB, TT, or medium alone, in 

the absence ( O )  or presence (O) of CD28 mAb (specific activity of 

3[H]-thymidine used, 25 Ci/mmol). 

(Certain circles representing similar values are superposed). 

= p<0.00004 
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Table  1. In vitro effect of AZT on T-cell proliferation and death 

of  T cells from HlV-infected asyrnptomatic individuals and 

controls  

Results represent mean f S.D. of triplicate measurements of 3[H]-thymidine 

incorporation of PBMC and the percentage of cell rnortality at 48h from 4 

HIV-infected asyrnptomatic individuals and from 2 controls in response to 

medium alone, PHA and PWM in the presence of absence of 10-=M of AZT. At 

1 O - ~ M ,  AZT inhibited syncitia formation in the MT2 CD4+ T-cell line 

infected with 100 X TClD 50 of a purified preparation of the HTLV-III0 

strain of HIVi.  



Proliferation (cpm) Mortality (percent) 
medium PWM PHA medium PM\n PHA 

------------_____------------------------------------------------------------------ 
Patient A 180 3604 44567 7 34 7 
+ AZT 152 2846 46567 10 32 6 

Patient B 395 2138 51 299 6 28 5 
+ ATT 432 3027 4732 1 7 3 1 6 

Patient C 204 1873 17556 6 23 5 
+ AZT 396 1846 19122 5 29 7 

Patient D 81 8 2491 25284 4 38 5 
+AZT 396 3936 33336 5 36 4 

Control A 32 1 13227 17754 6 5 6 
+ AZT 244 12521 1408 1 4 6 5 

Control B 467 18532 37317 5 4 7 
+ AZT 383 21123 3482 1 6 5 7 
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Table 2. Ant igen-mediated funct ional  de le t ion  of ant igen-  

specif ic  mernory T ce l ls  f rom HIV- infected asymptomatic 

indiv iduals .  

Results represent mean f SD of triplicate measurements of 3[H]-t hymidi ne 

incorporation of PBMC from 4 HIV-infected asymptomatic individuals and 

from 2 controls. Results showing functional deletion are underlined. 

Preincubation with TT: PBMC (2.5 1O61ml were cultured for 10 days with the 

tetanus recall antigen (TT) (1 Opglml). Cells were then incubated with 

different stimuli, and proliferation measured by [ H l  - t h y m i d  i n e  

incorporation after 3 days for PHA or PWM and 6 days for TT or Influenza A 

recall antigens (Infl) (IOpgIml), in the presence or absence of CD28 rnAb 

(1 OPg/ml). 



"<:$ . -.A TABLE 2. 
:J 

Antigen-mediated functional deletion of a-antigen-specific memory T cells from HIV-infected 

asymptomatic individuals. 

Prcincubation followcd by stimulation with 

medium Cû2û Tl- TT+CD20 l n f l  tnfl+CD231 PHA 

No prcincubatioa 
HIV+ 1 wiih TT 

No prcincubation 
HIV+ 2 with TT 

No prcincubation 
HIV+ 3 with TT 

No prcincubation 
HIV+ 4 wilh TT 

No prcincubation 
Control 1 with Tï 

No prcincwbation 477f8 1 387f 73 4830f523 4087f 238 5721I267 4239f 540 20587I267 
Control 2 wiih TT 297I54 579P69 5761f287 5983I345 3549f138 4830f534 3 1589I354 

Results represent mean f SD of triplicate measurements of 3[HJ-thymidik'hroorporaaon of PBMC f m  4 HIV- 

infected asyrnptomatic individuals and from 2 controls. Resufts shorriryl functional deleüwi am uridsrfln&. 

Preincubation with TT: PBMC (2.5 106/rnl were cultured for 10 deys wiîh the tetanus reeaH dlgen (TT) 

(lOrigtml). Cells were then incubated with different stimuli, and proliferation measured by J[H)-thymidine 

incorporation after 3 days for PHA or PWM and 6 days for TT or Influenza A recall antigens (Infl) (10ualmll. In t h  

presence or absence of CD28 mAb (lûpglml). 
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R é s u m é  

L'activation du lymphocyte T est régulée par l'intermédiaire de ses 

E molécules de surface. Certaines de ces molécules sont pluripotentes et 
servent aussi bien à l'adhésion qu'à l'activation de la cellular Nous T a;ons 
étudié trois d'entre-elles : la molécule CD59 qui semble être un 
deuxiéme ligand (avec la molécule CD58, ,LFA-3) pour la molécule CD2, 
la molécule CD44, un récepteur du homing humain impliqué dans les 
q~hcanismes de régulation de I'activation des lymphocytes T et la 
molécule VLA-4, une molécule de la fam.ille des integrines servant à 
fixer la fibronectine mais aussi la molécule de surface V-CAM et 
possédant un rôle de régulation de l'activation' des lymphocytes T. 

Si I'activation des lymphocytes T conduit le plus souvent à leur 
prolifération, une activation inadéquate peut entrainer leur mort par un 
mécanisme de suicide actif : I'apoptose. Nous avons, étudié ' les 
mécanismes permettant d'entrainer cette mort cellulaire et nous avons 
pu mettre.. en- évidence un mécanisme assez général dans le cas des 
lymphocytes T où une secrétion d'lFNy en l'absence de secretion d'IL2 
sur une cellule activée entraine la mort de cette dernière. 

D'autre pàrt, nous avons propos6 que la réemergence inappropriée 
dans la population lymphocytaire T CD4+ adulte d'un programme de 
suicide cellulaire pourrait expliquer à la fois le dysfonctionnement 

# précoce et la déplétion tardive des lymphocytes T CD4+ chez les sujets 
infectés par le Virus de ~'lmmunodéfi'clence Humaine. Nous montrons que * 

Ia perte sélective de la capacité des iymphocytes .T CD4+ de sujets 

6 , .  
infect& par ViH à prolif6rer in vitro est due ' à -  l'induction par les 

- stimuli de la mort des lymphocytes T ~ D 4 + i  Ce processus de mort ' 

%- callulair<a pr4sente toutes les caractéristiques de I'apoptose (ndcessit6 
d'une 'syqth&se proteique et condensation de la chromatine et 

i. fregm&&ion de l'ADN). F - - , c h  rdibultats suggerent que te suicide des lymphocytes T 
~$pjponsk P .  s & ~'{&-vat~on pourrait aussi se produiré in vitra et être 
responmble; independamment de tout effet cytapathogBne du virus, ,de 
ta réducüon 'progressive du , nombre de lymphocytes T CD4+ qui aboutit 
au SEDA.'., '- 


