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Au début des années 1990, Banchaeau et di. ont élaboré un système permettant la 

culture in vitro de lymphocytes B normaux. D m  cette étude, nous avons caractérisé un 

système de d t u r e  dérivé du système initiai de Banchereau, le système de culture CD40L dans 

le but de 1) comprendre les paramètres influençant la prolifération des cellules B normaux a 2) 

produire des anticorps polyclocioia humains in vitro. Nos résultats montrent que le système 

CD40L permet la pmtifëration des celides B isolées du sang périphérique mais permet 

égaiement l'enclenchement partiel du processus de différenciation. Cette différenciation est 

mesurable par une sécrétion d'anticorps, une perte de viabiié (caractéristique des cellules B 

dinérenciées) et une modification dans l'expression de marqueurs de surface. Nos résultats 

suggèrent que la sensi ié  à l'apoptose observée chez les ceIIdes différenciées dans le système 

CD40L correspond entre autres choses à une baisse de production de protéine Bcl-XL. Nous 

avons par la suite mis au point un système de culture (anti-CD27) qui favorise la 

diiérenciation ; nos résultats démontrent qu'on peut accroître considérablement la sécrétion 

d'anticorps polyclonaux humains à l'aide d'un tel système- 
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Depuis l'arrivée de la technologie des anticorps monoclonaux, I'utiiisation des anticorps 

à des fins scientifiques et chiques a connu un essor considérable. Cependant, pour plusieurs 

applications, il est encore nécessaire de faire appel à des préparations polycbnales d'anticorps ; 

par exemple, de très grandes quantités d'1g.W (Immunoglobulines (polyclonale) Intraveineuses) 

sont requises pour soulager les gens atteints de certaines maladies auto-imznunes. Des 

immunoglobulines polyclonaies spécifiques sont aussi utilisées contre certaines infections (ex. : 

CMV) ou pour la prévention de la maladie hémolytique du nouveau-né. La quantité 

d'immunoglobulines nécessaire à ces fias est importante et requiert le fiactionnement de 

centaines de litres de sang humain. 

Au début des années 1990, un système de culture de lymphocytes B in vitro a été mis au 

point par l'équipe de Jacques Banchereau (Banchereau, 1991a et 1991b). Puisque les 

lymphocytes B sont responsables de la génération des anticorps in vivo, il est donc possible 

d'envisager la production d'irnmunogiobulines humaines par le biais de cultures in vitro. Les 

principes régissant le développement de ces d u l e s  sont décrits dans les sections qui suivent. 



L'humain génère des lymphocytes tout au cours de sa vie bien que la quantité produite 

diminue avec l'âge. Cela permet le renouveliement constant des lymphocytes B ainsi que la 

production d'anticorps contre une grande variété de pathogènes (Tsubata, 1991). Chez les 

mammif"eres, ces cellules sont issues de la moelle osseuse qui oflie un microenviro~ement 

essentiel à leur développement (Kincade, 1993). Le processus de génération des lymphocytes 

B est complexe. Les paragraphes suivants le résument brièvement idin de connaître la 

provenance des cefluies à l'étude dans ce projet (Janeway, 1996). 

A partir d'me celiule souche (Figurel. 1), il y a formation d'une celiuie pro-B précoce 

dont les gènes d'immunoglobulines ne sont pas réarrangés. Les cellules pro43 se diffkncient 

en pré-B tardives et préB caractérisées respectivement par les réarrangements incomplets et 

complets des gènes codant pour les chiiznes lourdes p des immunoglobulines (Hardy, 1991). 

Les celiules B immatures sont ensuite générées lorsque les gènes codant pour la chaîne légère 

sont réarrangés a qu'il y a expression d'un IgM à la d a c e .  Cela constitue la première phase 

du développement. 

Les cellules B immatures sont rapidement sélectiomées dans la moelle osseuse. Si eues 

sont autoréactives, i.e lorsqu'elles sont activées par reconnaissance d'un antigène du soi, ces 

cellules sont éliminées probablement par apoptose. Ce phénomène s'appelle délétion clonale 

(.!Chcade, 1993). Les cellules qui subsistent à cette sélection pourront exprimer 1'10 de 

surface et migrer en périphérie ; ce sont Ies cellules B matures, 

Les ceiluies manires vont donc quitter la moelle osseuse pour se diriger dans les 

ganglions lymphatiques, la rate et les autres tissus lymphoïdes. Les cellules B matures font 



partie des lymphocytes recirdants Le. ils passent du sang aux folliniles lymphoïdes primaires 

pour retowner dans le sang périphérique. 

Si, lors de son entrée dans un tissu lymphoïde, un lymphocyte B rencontre un antigéne 

présenté par un lymphocyte T, iî devient activé et proWere. Cenaines cellules B vont quitter la 

région riche en lymphocytes T pour former des centres gcnainaux. Les centres germinaux sont 

des sites d'intense prolifération pour les lymphocytes B ; il se produit chez ces cellules d a  

mutations somatiques dans les géaes des régions variables d a  immunogfobuünes bien que 

ceux-ci soient déjà réanangés (MacLmman, 1992). Les cellules en prolifbtion vont 

éventuellement x différencier en cellules sécrétrices d'anticorps @lasrnocytes) qui se 

retrouvent majoritairement dans les gangiions lymphatiques, la pulpe rouge de la rate et d m  la 

moelie osseuse. Les cellules en prolifération peuvent aussi se Wiencier  en lymphocytes B à 

mémoire ; ces cellules sont au repos a seront réactivées Ion d'une seconde rencontre avec 

l'antigène. Les Lymphocytes B à mémoire sont entre autres responsables de la mémoire du 

système immunitaire. Les cascades d'événements qui mènent à la formation de plasmocytes 

et/ou de cellules B a mémoire ne sont pas totalement éclaircies. Il est connu que les isotypes 

d'anticorps qui dominent le début des réponses secondaires a suivantes, sont d'ordinaire des 

IgG avec un peu d'IgA et d71gE. Ces anticorps sont produits par des cellules B a mémoire qui 

ont déjà réalisé la commutation de 1'IgM vers ces isotypes plus matures et qui expriment en 

sunace des IgG, des IgA ou des IgE, de même que des molécules du CMH de classe II à un 

niveau quelque peu plus élevé que celui des ceilules B m-ves. Tous ces changements facilitent 

la cap- et la présentation de l'antigène par les cellules B à mémoire a leur permettent de 

mettre en œuvre des interactions avec des ceilules T a d a i r e s  années à des doses d'antigène 

plus faibles (Janeway, 19%). 



FIGURE 1.1 Rbumé du dévdoppement d a  lymphocytes B chez l'Homme 

(tiré de Janeway, 1996) 
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De façon générale, la sécrétion d'anticorps est initiée lorsqu'un lymphocyte B lie un 

antigène et qu'il y a signalement par un lymphocyte T (Figure 1.2). Un mtigbe peut se lier à 

l'immunoglobuline de surfàce du lymphocyte B et y être internabé pour ensuite être présenté 

dans le contexte du CMH II. Le T auxiliaire (ou helper) reconnaît l'association peptide - CMH 
II et transmet un signal d'activation au Lymphocyte B via les cytokines et via des associations 

ligand-récepteur. Ce type d'activation est désigné Tdépendaute. Il est possible d'activer les 

lymphocytes B de f q n  T-indépendante; les polysaccharides bactériens peuvent induire la 

sécrétion d'anticorps par cette voie. Cependant, lorsqu'il y a activation de f.çon T 

indépendante7 certaim signaux sont absents (mtmmmt alui du CD40) d h wmmuîation de 

classe n'a généralement pas lieu ; iI y a alors production exclusive $1- (Pecanha, 1991). 

VoiIà donc un portrait très générai de la génération des lymphocytes B. Les prochains 

paragraphes font état de f~çon  plus explicite des proassus d'activation, de prolifhtion et de 

différenciation de ces cellules. 



FIGURE 1.2 Stimulation de L prolirération et induction de la dütércnciation des 

lymphocytes B par la cdlula T auxiliaires (Janeway, 1996) 



2.1 - Activation 

Au cours d'une réaction immunitaire in vivo, des lymphocytes T spécifiques s'apparient 

avec des cellules B. Les interactions qui sumiennent amènent un khange intense 

d'informations qui mèneront à deux événements importants dans le cycle vital des lymphocytes 

B : I'induction de La proüfération et la différenciation en cellule productrice d'anticorps, le tout 

prenant place a l'intérieur d'un centre germinal créé suite à cette interaction (Deslauriers, 

1996). Cette activation est due entre autres à une interaction entre le complexe antigénique 

MHC de classe II et le TCR ; le signal est augmenté par des interactions entre le LFA-3 et le 

CD2 ainsi que des interactions entre la molécule ICAM-1 et LFA-1 (DeslaUriers, 1996). 

Plusieurs autres molécules de surface sont aussi impliquées dans I'activation des lymphocytes B 

et des lymphocytes T n ce, afin de solidifier l'interaction T-B et favoriser un contact prolongé, 

comme par exemple CD28 et CTLA4/B7 (Deslauriers, 1996). Cela perme$ la sécrétion 

directionnelle de cytokines (DeslaUriers, 1996). Plusieurs molécules de surfàce sont impliquées 

dans la transmission de signal d'activation (ex. : CD22, CD40, CD21, CD19) (DeslaUriers, 

1996). Il est maintenant bien connu que le CD40 délivre le signal le plus important pour 

l'activation des lymphocytes B, pIus important encore que les signaux transmis via la liaison de 

I'imrnunoglobuIine de surface avec un antigène (Noeue, 1992). Au cours de l'interaction T-B, 

les lymphocytes sécrètent un certain nombre de cytokines qui ont w &kt bénéfique sur les 

lymphocytes B. Cela comprend L'IL-2 qui induit la prolifération chu  les cefides B et les 

cellules T, l'IL4 qui agit tôt dans l'activation des lymphocytes B et L'IL6 qui dorme un fort 

signal de dinémication (Banchereau, 1994). Notons également que les aliules produisent 



aussi le ?Ma qui semble jouer un rôle important dans la croissance des lymphocytes B (Roitt, 

1996). 

La culture des lymphocytes B demandent une constante stimulation- Le premier 

système mettant à pro& cette caractéristique a été élaboré par Banchereau (Banchereau, 

1991 a) et a enfin permis la suMe à long temie in vin0 de lymphocytes B purifiés via la liaison 

du CD40. L'antigène CD40 est une glycoprotéine ttansrnembranaire de 45-50 kilodalton qui 

fait partie d'une nimille regroupant les récepteurs TNF, les récepteurs NGF a d'autres 

antigènes de surf' dont le CD27 et Fas (Lane' 1992). LYantigène CD40 est exprimé par les 

cellules exprimant le CMH de classe II dont les cellules épithéliales, les cellules de Langherans 

et par certaines Lignées de carcinomes (Banchereau, 1991b). Chez les lymphocytes B, le CD40 

est présent à partir du stade (t pré-B B. Lorsqu'ii y a différenciation en plasmocytes sécréteurs 

d'anticorps, le CD40 est toujours exprimé mais ne joue aucun rôle dans la survie dula ire  

(Kooten, 1996). Dans le système de culture original la stimulation des lymphocytes était 

assurée par un anticorps monoclonal spécifique au CD40 ; cet anticorps était présenté à 

l'antigène CD40 grâce au récepteur FcyWCDw32 (Fc spécifique) exprimé par une cellule de 

fibroblaste murin i d é e  (Banchereau, 199 1 b). 

Le systhe de culture a grandement été amélioré par l'identification du ligand naturel 

du CD40, la gp39 (ou CD40L ou CD154). Il s'agit d'une gIyc&rotéine type 11 appartenant à 

la famille des réceptaus TM (HoUenbaugh, 1992). L'isolement a la caractérisation de 

laADNc codant pour la proteme mernbranriire gp39 retrouvée sir les lymphocytes T activés 
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Figure 1.3 Schéma du système de culture CD40L et de la commutation de cluse dans ce 

système (Aubin, 1996) 



CD4+ (Annitage, 1992) ont permis de transfkter des cellules facilement cultivables (cellules de 

type fibroblaste) ce qui vient par conséquemt faciliter la cuiture de lymphocytes B. La liaison 

entre le CD40 et son ligand naturel présente par les cellules de la Lignée LAS permet au 

lymphocyte de sortir de son état de latence (Go) pour entrer éventueliement en phase de 

synthèse d'ADN (Figure 1.3 ). L'interleukine4 (IL-4) utilisée dans le système semble être la 

cytokine de choix pour appuyer l'induction d'une forte prolifération des lymphocytes B 

stimulés permettant ainsi une croissance à long terme (Defrance' 1987)- Bien sûr' d'autres 

molécules d'adhésion entrent en jeu lors d'une véritable cdaboration T-B ; la liaison CD400 

Cm0L semble cependant être la phas importanteC Ces autres moféctties dYadhésiorï ne sont pas 

exprimées par les fibroblastes. En plus de favoriser la prolifération et la diiérenciation des 

lymphocytes B, la liaison du CD40 protège les cellules de I'apoptose Uduite in vitro par la 

Liaison du CD95 (Fas) ou de SIgM de surfâce. Cela favorise égaiement l'augmentation de 

l'expression de B7 (CDSO), Fas, ICAM-1, CD23, de la 1ymphotoxin-a et de l'agrégation 

homotypique via LFA-I . Plus important encore, la liaison du CD40 favorise la commutation de 

classe des immunoglobuünes. @anissian, 1997 ; Hollenbaugh, 1992) 

Le signalement via le CD40 mène à la phosphorylaîion ettou à la déphospborylation 

d'un grand nombre de protéines incluant les tyrosines-kinases Lyn, Fyn et Syk Des résultats 

obtenus à ['aide d'adyses réalisées sur des lymphocytes B isoles des PBL, démontrent que la 

liaison du récepteur de l'IL-4 mène à l'activation de facteurs de transcription STAT6. Par 

contre, la Iiaison du CD40 active la voie de signalement des kinases c-Jun- Le point de 

convergence entre ces deux voies semble être l'inactivation de I d ,  l'inhïiiteur naturel de NF- 

&. Donc l'activation des lymphocytes B via le CD40 a L'LL-4 vise l'activation du faeteur de 

transcription NF-& (Jeppson, 1998). Ce facteur est impliqué dans la transcription du gène 

codant pour I'IL-6, elle-même impliquée dans la rrgulation autocrine de la différenciation des 

lymphocytes B. 



2.1.2.2 - Appliutioas du système de eultun CIWOL 

Lorsque des lymphocytes B purifiés du sang périphérique sont mis en culture in vitro, 

I'activation de ces cellules se f& principalememt par le biais du CD40 Iongu'il se lie au 

CD40L ; cela d o ~ e  le signal d'entrée en prolifération. Certaines cytokines peuvent être 

libérées par les lymphocytes B à ce moment ; la caractérisation de ces cytokines dans le système 

comprenant des cebules irradiées exprimant le gp39 et des lymphocytes B issus des PBL est 

présentement en cours dans notre Iaboratoire. Les cytokines TGF-P, TNFq IL-1, L 5 ,  I L 6  

et IL8 sont produites par les lymphocytes B cultivés dans le système CD40L. L'IL-6 semble 

être la seule cytokine dont l'expression est modulée. il y a également production de p-actine 

(Sonia Néron, communication personnelle). L'ajout d'IL4 exogène est cependant requis et 

semble être la cytokine la plus appropriée pour appuyer et renforcer le signal d'activation. 

L'étude des centres germinaux menée par l'équipe de Banchereau, peut donner un 

indice sur ce qui se passe dans le système de cuiture. Une publication rkente explique 

comment des lymphocytes B à mémoire et des plasmocytes ont été générés in vitro à partir de 

cellules de centres germinaux isolés à partir d'amygdales (Arpin, 1995). En suivant 

l'expression de certains marqueurs de surface, il a été possible de déterminer certaines phases 

dans la culture de lymphocytes B dans le système CD40L. Notons d'abord que les celiules B 

des centres germinaux (cellules B-CG) sont de phénotype ~ ~ 3 8 '  ~ ~ 2 0 ' .  Une cuiture primaire 

a été élaborée pour remplacer I 'hpe  à laqueiie une ceiiuie B-CG prend un antigène d'une 

cellule dendntique folliculaire (CDF) et le présente à un lymphocyte T exprimant le CD4OL. 

Après trois jours de culture en conditions optimales, les cellules B-CG étaient en phase 

exponentieile de croissance a produisaient d a  Ig ainsi qu'une h i e  quantité de CD38 et de 

CD20. Fait à remarquer: les cellules GC ont été sauvées de I'apoptose et ont entrepris la 

proiifération suite à cette liaison CWO-CD40L ; elles ne se sont pas encore différenciées en 

plasmocytes ou en celiules B a mémoire (Arpiin, 1995). Il a égaiement été démontré que la 

liaison du CD40 (situ6 sur les lymphocytes B murins purifiés à partir des emygdales) au CMOL 



induit la sécrétion des I L 1  f3, IL-6, IL40 ainsi que le TNF+Y, le L T a  et le GM-CSF (Burdin, 

1995). 

2.2 - Prolifération 

2.2.1 - In vivo 

La proWération et la différenciation sont deux événements exclusifs contrôlés par un 

équilibre entre des signaux cellulaires opposés. En plus d'augmenter le nombre de lymphocytes 

B, il se produit, lors de la prolifération, des événements caractéristiques de la réponse 

immunitaire comme par exemple la majorité des commutations d'isotypes. Cependant, la 

commutation peut aussi survenir avant la rencontre avec l'antigène i.e. tôt durant l'expansion 

clonale et la maturation des lymphocytes B. La régulation d'isotype a aussi contrôlée par les 

cytokines émises par les cellules T ; chez l'homme, l'IL4 produite par les cellules T semble être 

impliquée dans la production massive d'IgE chez les individus soufltiant d'atopie (m8Nfestation 

clinique des réactions d'hypersemiiiité de type 1) (Roitt, 1996). 

II a été démontré dans notre laboratoire qu'il est possiile d'augmenter le nombre de 

lymphocytes B d'environ 700 fois en 17 jours par le biais du système de culture CD4OL (Aub'i 

1996). Ces résultats suggèrent que la majorité des lymphocytes B dans ces cultures soient des 

lymphocytes B prolifërants, du moins dans les premiers jours de-culture, et que l'activation des 

lymphocytes B par le ligand du CD40 traasfecté et exprimé par des ceUuies de fibroblaste est 

très efficace (Aubin, 1996). 



Récemment, il a été démontré qu'une prolifération m a d e  des lymphocytes B 

provenant de centres gaminoux est obsewée lorsqu'üs sont dtivés  en présence de cellules 

dendritiques folliculaires7 d'anticorps monoclonal dirigé contre le CD40 et d'une combinaison 

d'IL-4 et d 'El0  (Grouard, 1995). Ces résultats démontrent que les CDF induisent une 

prolifération à court terme des lymphocytes B. De plus certains factews externes entrent en 

jeu au cours de la proüfération La prolifératon induite par le CD40L est accrue d'une façon 

significative en présence d'IL2, d'lu ou d'IL10 et fortement réprimée par le TGF-p 

(Arrnitage, 1993). 

2.3-1 - In vivo 

Lorsque les lymphocytes B sont activés par un antigène7 ils peuvent se différencier en 

cellules productrices d'anticorps et ainsi parvenir au stade ha!  de dinérenciation ou devenir 

des ceNules B à mémoire- Il semble évident que les centres germinaux des diaérents tissus 

lymphoïdes sont des sites importants pour le développement des lymphocytes B à mémoire. A 

ces endroits les eliules B entreprennent une mutation des gènes codant pour les régions 

variables de leur anticorps. Ce procédé peut résulter en la mort par apoptose de certaines 

cellules B qui auraient fait un mauvais réarrangement (Roitt, 1996). Notons cependant 

I'importance de l'interaction CD40-CD40L ; une gp39 mutée incapable de se lier au CD40 est 

retrouvée chez les patients soufhnt  du syndrome « X-linked hyper-IgM » ( M o ,  1993). Les 

individus atteints possèdent des lymphocytes B hcapables de f&e la commutation de classe de 

I'IgM à I'IgG, à I'lgA et à I'IgE tel que prévu au cours de la maturation des lymphocytes B 

(Roitt, 1996). Encore une fois, l'interaction CD40-CD40L est importante mais demande 

l'assistance d'autres molécules de costimuiaîion, notamment le CD27, pour mener à bien le 

processus de différenciation (Agematsu, 1998). 



Un phénomène de différenciation des lymphocytes B a également été observé dans le 

système de cuiture CD40L (Aubii 19%). À divers moments dans la culture des lymphocytes 

B, la proportion de plasmocytes a été &aiuée en mesurant la quantité de cellules sécrétrices 

d'anticorps. Ii semble qu'au jour 8 d'une culture typique, la popdation est majoritairement 

composée de cellules en proWératioa puisque la sécrétion d'anticorps est hilement détectée. 

Au 15- jour de cufture, la dinérenciation des lymphocytes semble très miportante puisqu'une 

proportion élevée de plasmocytes y est détectée (environ 3%) ; le nombre de plasmocytes a 

été évalué indépen-ent de I'isotype sécrété (Aubin, 1996). Les résultats obtenus 

démontrent que la différenciation se fait de façon graduelle à partir du jour 10 a ce jusqu'au 

jour 18 pour obtenir un maximum de 37,8% de plasmocytes. Cette dïtlëmnciation semblait 

augmentée lorsqu'une fiaction de l'ancien milieu de culture était mélangée avec le milieu fiais. 

Il a été noté par l'auteur de la parution (Aubin, 1996) que h conservation d'une partie du 

milieu de culture à chaque transfért résultait en une meilleure diérenciation des lymphocytes 

B ; cela serait dit à l'accumulation de c e d n s  facteurs endogènes (ex. cytokines sécrétées par 

les lymphocytes B prolifërants). 

Les études sur les centres germinaux dans le système de culture CD40L ont pemnis de 

confirmer la nécessité du CWOL pour la différenciation des cellules GC (CD38' CD203 en 

cellules B à mémoire (CD38 CD203 et en plasmocytes (CD38' CD201 (Arpin, 1995). Le 

moyen de prouver cette hypothèse f i t  d'enlever le signal CD40L des cultures (em utilisant des 

cellules non transfectées). Le pourcentage de cellules ayant le phénotype CD38' CD20- s'est 

accru avec I'enlèvernent progressif du CD40L alors que le pourcentage de cellules ayant le 

phénotype CD38- CD20' a diminué. Les résultats obtenus démontrent que I'intemption du 

signai CWOL après trois jours de culture résuhe en une- diffërenciation taminale des 

lymphocytes B proliférants. La modulation de l'expression du CWOL sur les lymphocytes T 

qui interagissent avec les lymphocytes B in vivo pourrait donc être responsable (du moins en 



partie) soit de la génération de cellules B à mémoire, soit de la génération de cellules sécrétrices 

d7a.uticorps (Arpin, 1995). La densité du ligand sur la d d e  T serait aussi importante que le 

stade de différenciation des ceildes B em ce qui a trait a la production d'anticorps. Cela 

suggère donc une régulation bidirectiomefle de la réponse des lymphocytes B aux interactions 

CD40-CD40L (Miyashita, 1997). Les plasmocytes obtenus dans le système de culture in vitro 

suite à une transmission de signal par le CWOL ont me morphologie correspondant à celle de 

cellules différenciées. Ils sont ovales et ont un noyau excentrique dense. Ces cellules ont perdu 

toute capacité prolifërative i.e. elles sont incapables de se remettre à proliférer même 

1orsqu2eIles se retrouvent en présence de cellules de fibroblaste transfectées avec k CD40t 

(Arpin, 1995). Par contre les cellules B à mémoire entrent en forte prolifération lorsque 

remises en présence de celiuies de fibroblaste transfectées et font une synthèse modérée d'ADN 

en présence d'un anticorps dirige contre les immunoglobulines de surface (Arpin, 1995). 

Des études ont démontré que les plasmocytes précoces (situées entre le lymphoblaste et 

le plasmocyte sur la figure 1.1) constituent seulement 0'1% des PBL et que la présence de 

cellules stromaies de la moelle osseuse est nécessaire pour éviter l'apoptose qui a lieu dans les 

trois jours suivant la mise en culture (Kawano, 1995). Le système de culture CD4OL ne permet 

pas la sumie de ces cellules (Kawano, 1995). 

Un bon nombre d'études sont aujourd'hui menées sur la différenciation des lymphocytes 

B en plasmocytes. La découverte du CD27 et de son ligand, le CD70, a permis 

I'éclaircissernent du processus. Le CD27 est une glycoproteine transmembranaire de type 1 

d'environ 120 kDa appartenaat à la f d e  des récepteurs TNF (Tesselar, 1997). Ce marqueur 

de nirface est exprimé par les lymphocytes B et T non activés ; iI s'agit en effa d'un marqueur 

des lymphocytes B à mémoire. Le ligand naturel du CD27, le CD70, est exprimé par les 

lymphocytes B et T activés (Tesselar, 1997). Le CD70 est une protéine transmembranaire de 

type II présentant également des homologies avec les récepteur du TNF (Agematsu, 1997). 



Des études réalisées à l'aide de lymphocytes B isolés du sang périphérique ont pennis 

de cemer d'abord deux sous-populations: les cellules IgD+ ou cehies B primaires et les 

ceUuIes Tg.- qui sont des B à mémoire qui ont subi la permutation de classe (switch). Une 

subdivision plus fine peut être faite sur la base de l'expression du CD27. Il est ensuite possible 

de distinguer 3 sous-classes : IgD+ CD27- (65.4% * 6.4% des lymphocytes B du sang 

périphérique) qui sont en fait des B naïfs qui ne produisent pas d'anticorps, les ceiiules IgD+ 

CD27+ (12.3% * 2.00/0 des lymphocytes B du sang périphérique) qui produisent 

majoritairement des IgM et qui sont en transition pour l'expression du phénotype IgD- CD27+. 

Les cellules possédant ce dernier phénotype (19.4% * 3.2% des lymphocytes B du song 

périphérique) sont des B à mémoire qui produisent des IgA, des IgG et des IgM (Agematsu, 

1997 ; Agematsu, 1995). Ii semble que le système de culture CD40L favorise la prolifération 

des B à mémoire (Arpin, 1995) et que seules ces cellules peuvent sécréter des anticorps dans 

ces conditions (Kindler, 1997). De plus, l'addition de cytokines sécrétées par les Thz 

(notamment i71L4) dans le système de culture CD40L pourrait favoriser l'expression du CD27 

comme c'est le cas pour les lymphocytes B de patients atteints de leucémie (Ranheim, 1995). 

On rapporte d'ailleurs que la fkçon d'augmenter l'expression du CD27 chez les lymphocytes B 

est de les mettre en présence de SAC et d'IL2 ou encore en présence du CIMOL, d'IL2 et 

d'IL10 (Kobota, 1995). Or, la production d'immunoglobulines par ces cellules mémoires peut 

être fortement augmentée par la liaison de leur CD27 (Kobota, 1995). La liaison du CD27 par 

le CD70 induit l'expression du CD38 ce qui signifie que les cetlules se sont différenciées en 

plasmocytes (Agematsy 1998)- Ces études suggèrent que le signalement par le CD40 agirait 

sur la phase précoce de l'activation tandis que la nimùation via le CD27 serait impliquée dans 

l'induction de la différenciation causant ainsi la sécrétion d7imm~oglobulines (Agematsu, 

1998). La présence des interleukines 2 et 10 lors d'interactions CD27 - CD70 améliore la 

sécrétion d'anticorps (Agematsu, 1998). Iî est connu que l'IL-10 induit les lymphocytes B 

humains préalablement activés via le CD40 à sécréter de grandes quantités d71gG, d71gA et 

d71gM @efiance7 1992). De plus, l'IL2 et l'IL-10 entrent en synergie a h  d'induire la 

protifiation et la différenciation des lymphocytes B normaux et leucémiques activés par un 

anticorps anti-CD40 (Fiuckiger, 1993). 



Les recherches menées jusqu'à présent ont bien démontré qu'il existe deux types 

majeurs de mort cellulaire : la nécrose qui est associée a des aitérations cytoplasmiques et 

I'apoptose reliée à I'altération de l'ADN dans le noyau (Uchiyama, 1995). L'apoptose est un 

phénomène omniprésent dans la formation des lymphocytes B. En &kt, c'est par le biais de 

I'apoptose que sont éliminées les ceIIdes B autoréactives ou qui n'ont pas réarrangé 

correctement lnns gènes codant pour les immunoglobuiines. 

3.1 - La nécrose 

La nécrose survient exclusivement lors d'un changement brutal des conditions 

environnantes les rendant ainsi trop différentes des conditions physiologiques. Certaines 

altérations morphologiques sont spécifiques à la nécrose : il y a par exemple perte de la 

perméabilité sélective des membranes cellulaires, perturbations de la membrane plasmatique 

induisant des dommages aux membranes des organelles du cytoplasme (spécialement les 

mitochondries), dilatation du reticulum endoplasmique et désagrégation des polysomes. Le 

processus peut afkcter plusieurs cellules à la fois (Cory, 1995). 

L'apoptose est un phénomène de mort celiulaire contrôlée génétiquement qui survient 

généralement pour maintenir un nombre adéquat de cellules *dans différents tissus lors de 

I'embryogénèse et dans l'optimisation des fonctions des systèmes immunitairrs et nerveux 

(Cory, 1995). L'apoptose est caractérisée par la condensation du noyau, par la dégradation de 



I'ADN en fhgnents de 180-200 paires de bases, par l'éclatement de la ceilde en de 

nombreuses vésicules (corps apoptotiques) et cela en maintenant l'intégrité de la membrane 

plasmatique. Contrairement à la nécrose, l'apoptose peut affecta seulement une cellule (Cory, 

1995). 

Nos conaaissances sur I'apoptose proviennent du modèle Cmnorhabditis elkgm. 

L'étude du nématode nous a renseigné sur la cascade intracelhdaire programmée conduisant à 

la mort. Trois protémes de C. elegans sont essentieiles au processus de l'apoptose : CED-3 et 

CED-4 qui favorisent I'apoptose et CED-9 qui f'inhibe (CED pour CE11 Death) (Hengartner, 

1994). CH)-3 est une caspase (p ro the  à cystéine) qui coupe certaines prot&es après des 

résidus spécifiques d'acide aspartique. CED-3 s'autoactive par sa propre coupure (Thoniberry7 

1998). CED-4 se lie à CED-3 et active cette dernière tandis que CED-9 lie CED-4 

I'empêchant ainsi d'activer CED-3 (Chinnaiyan, 1997). Nonnalement, CED-9 forme un 

complexe avec CED-4 a CED-3 pour garder CED-3 inactive. Un h u l u s  apoptotique cause 

la dissociation de CED-9 permettant ainsi L'activation de CED-3 donc, l'enclenchement du 

processus menant à l'apoptose. 

Le sentier apoptotique décelé chez Cuenorhabditis elegm est, en plusieurs points, 

similaire au sentier apoptotique retrouvé chez certaines cellules de marnmiFeres ayant reçu un 

stimulus apoptotique particulier. En &et, l'homologie entre Ap&l et CED-4 a été démontrée 

(Zoy 1997). Tout comme CED-4, Apaf-1 favorise l'activation des caspases et interagit avec 

Bcl-XL et la caspase 9 qui sont respectivement des homologues de CED-9 a CED-3 

(Chinnaiyan, 1997 ; Spector, 1997). 



(( Une d u l e  est destinée é. mourir jusqu'à ce qu'elle reçoive le signal contraire de la 

part d'autres cellules. » (Cory, 1995) Cette hypothèse a longtemps souievé la controverse 

jusqu'à ce que certah wmportements celluiaires viennent L'appuyer. Le füt  de porter un 

programme intrinseque de mort cellulaire est un danger en soi; l'évolution d'un systéme 

complexe de contrôle était de mise afin que la suMe soit aussi une possiiilité. Le gène bel-2 et 

d'autres gènes homologues sont les déments clé de ce réseau de régulation (Cory, 1995). 

Au moins I l  membres de la f d e  Bcl-2 ont été identifiés dans les celiules de 

mammif'ères et catains autm sont d'origine viraie (Chao, 1998 ; Yang, 1996) (Figure 1.4). 

Tous les membres possèdent au moins un des quatre domahes co~lse~vés désignés BH1 à BH4 

(Bcl-2 Homology domains). La plupart des membres a*-apoptotiques qui sont efficaces 

contre une vaste gamme de stimuli apoptotiques (ou cytotoxiques) sont au moins constitués des 

domaines BH1 et BH2. Les membres qui possèdent les quatre domaines a BH » sont les plus 

structurellement semblables à Bcl-2. Les membres pro-apoptotiques sont subdivisés en deux 

sous-classes selon leur homologie à Bcl-2. Il y a d'abord la sous-classe des protemes de type 

Bax qui comprend Bak, Bax et Bk. Ces protéines sont constituées des domaines BHI, BH.2 a 

BH3 et ressemblent étroitement à Bcl-2. II y a ensuite la sous-classe de protéines a BH3 dont 

les membres ne possèdent que la courte partie centrale du domaine BH3. C'est le cas entre 

autres de la protéine Bad (Chitîenden, 1995). Les membres de la famille Bcl-2 anti- et pro- 

apoptotiques, peuvent hétérodimériser via leur domaine BK De rbntes  observations 

suggèrent que 17hétérodimérisation n'est pas nécessaire dans un contexte mti-apoptotique 

(Cheng, 1996). Par contre, elle est essentielie pour l'accomplissement de la fonction pro- 

apoptotique des protéines à BH3 (Chmenden, 1995). Cependant, les protéines de type Bax ne 

requièrent pas nécessairement d'hétérodimérisation. 



Figure 1.4 Membm de Ia funille Bel-2 anti- et pro-apoptotiqua. 

(tiré de Chao, 1998) 



L'expression des membres de la f d e  Bcl-2 dépend des conditions cellulaires 

environnantes. Par exemple, la transcription de plusieurs gènes codant pour des protéines &- 

apoptoîiques est induite par la présence de certaines c y t o k k ~  ('ozopas, 1993). Aussi, dans 

certaines allulesy l'expression de Bax est induite par des dommages qui nécessitent une 

réponse impliquant pS3 (Miyashita, 1995). Les membres de la famille Bcl-2, ami- et pro- 

apoptotiques agissent en tant que contrôleurs ; c'est un déséquilibre entre les deux groupes 

d'antagonistes qui provoque L'activation des caspases et le dysfondo~ement des 

mitochondries (Chao, 1998). Les membres de la h d i e  Bci-2 peuvent également moduler la 

progressioa du cycle ceIhiiaire &mette, 1996). Par exemple, daas des conditions de cultures 

non-optimates, Bcl-2 favorise l'entrée en latence (Go) et retarde la rentrée daas le cycle. Cette 

fonction est complètement indépendante des fonctions anti-apoptotiques de Bcl-2 (UhlmPnn, 

19%). 

Au cours de ce projet, l'expression des protéines reliées à l'apoptose a été étudiée chez 

les lymphocytes B cultivés ciam le système CD40L. Une rewe des principaux membres anti- 

apoptotiques (Bcl-2, Bcl-&, Mcl-1 et Al) et pro-apoptotiques (Bad, Bak et Bax) fait l'objet 

des prochains paragraphes. La protéine anti-apoptotique Bag-1, qui ne f& pas partie de la 

famille Bcl-2, sera tout de même le sujet de quelques lignes. 

Bcl-2 est reconnu pour inhiber l'apoptose induite par une grande variété d'agents. Par 

exemple, plusieurs Lignées cellulaires (lymphoide, rnyéloïde, neuronale) sumivent lors d'une 

carence en cytokines (IL-3, ïL-2, IL-7) ; cette survie est associée à la présence de Bcl-2. Le 

transcrit prédomhant code pour un polypeptide de 239 acides aminés (Coq, 1995). La 

protéine Bcl-2 est ancrée du côté cytoplasmique des membranes mitochondnalesy nucléaires et 

du reticulum endoplasmique. Bien que le domaine C-terminal soit important pour l'ancrage 



aux membranes? il n'est pas essentiel à la fonction ad-apaptotique de Bcl-2 (Nguyen, 1994)- 

Cette protéine joue le rôle d'un canal sélectif en laissant circuler de petites molécules et 

certaines protéines (Green, 1998) ; Bcl-2 est donc responsable de L'intégrité des organelles. 

Elle prévient (directement ou non) le relâchement du cytochrome c des mitochondries ; cette 

libération du cytochrome c induit, avec l'aide de I'ATP, un changement structural chez la 

protéine Apaf-1 - La restructuration dYApaf-1 permet k recrutement et le « processing N de la 

procaspase 9. Le processus d'apoptose est alors imnniblement enclenché (Zou, 1997). 

Cependant, Bcl-2 ne semble pas protéger uniquement en empêchant la libCration du cytochrome 

c car dans certains cas, elle intervient alon que le cytochrome c est déjà relâché (Green, 1998). 

Comme c'est le cas pour artauu autres membres anti-apopt~tiques~ l'activité de Bcl-2 peut 

être augmentée ou supprimée par phosphorylation notamment par les kinases RRJ (Haldar, 

1997 ; Ito, 1997). L'activation a lieu lorsque le résidu sérine en position 70 est phosphorylé ; il 

y a inactivation (ou, à tout le moins, altération) lorsque diffamts sites en forme de boucles sont 

phosphorylés @aldar, 1997). 

Bcl-2 donne le signal de survie lors de la sélection positive des lymphocytes B dans les 

centres germinaux (Liu, 1989) et lors du recrutement de cellules B à mémoire de foite affinité 

(Nunez, 1991). Il semble que parmi tous les membres de la f d e  , bcl-2 soit le gène impliqué 

dans la suMe des lymphocytes B naifs et B à mémoire en périphérie (Ohta, 1995). 

Le transcrit de Bcl-X peut î ae  épissé différentieliement et produire ahsi deux protéines 

@cl-Xs et Bcl-XL) ayant des activités contraires (Cory, 1995). Bcl-& possède 63 acides 

aminés de plus que Bcl-& ; ce!tte délétion suMent dans une région très conservée et commune 

aux membres de la fiimiile Bcl-2 (Tuscano, 1996)- Bcl-& fâvorise la mort dulaire paf 

inhibition de Bcl-2. Bcl-XL peut s'associer à Box pour inhiber le processus de mort celidoire ; 



il semble également possible qu'il puisse agir seul dans le même but (Tuscano, 1996). Dans 

d'autres circonstances, la fonction protectrice de Bel* peut être i n h i  par association avec 

la protéine Bad (Tuscano, 1996)- La détermination de la conformation tridimensiomeiie de 

Bcl-XL a permis d'élucider le mystère des associations entre les membres de la W e  Bcl-2 

(Chittenden, 1995) . La coalescence des hélices a des régions BHl, BEI2 et BH3 forme un 

creux dans lequel l'hélice a d'un domaine BH3 peut se loger avec une affinité comparable à 

celle d'un récepteur et de son ligand (Sattler, 1997). La région BH4 de Bcl-XL est essentielle à 

l'accomplissement de son rôle ah-apoptotique et donc à la liaison à la protéine Apaf-1 (notons 

qu'une fiaction du Bcl* cellulaire est associti aux membranes dors qu'une autre fiaction est 

libre dans le cytosol). De cette façon, BcLX~ empêche l'association d'Apaf-1 avec la 

procaspas& prévenant ainsi I'activation de la caspase 9. C'est à ce stade que certains 

membres pro-apoptotiques peuvent intewenir (notamment Bad et Bax) m lianî Bd-& ce qui 

libère Apaf-1. B&XL protège les cellules animales contre divers stimuli apoptotiques. II 

semble que l'expression de Bcl* soit essentiellement limitée aux pré-B, un stade de 

différenciation caractérisé par une sélection clonale rigoureuse et chez les cellules B matures 

suite à une activation (Grillot, 1996)- Des résultats obtenus dans nos laboratoires établissent un 

lien entre la résistance a l'apoptose en présence de cycloheramide (0 et le niveau 

d'expression de Bci-XL dans des cellules de myélome et des hybridomes dérivés de 

lymphocytes B ( M e r ,  1996). La CHX inhie la synthèse protéique en se liant à la sous- 

unité 80s du niosorne, ce qui empêche liaison de la guanosine triphosphate (GTP) sur le 

niosorne. La GTP est nécessaire au niosorne afin qu'il puisse migrer su. I'ARN messager 

(Todorov, 1990). Normalement, l'arrêt de la traduction est un processus révernile. 

Cependant, dans certaines lignées (myélomes, hybridomes) il a été montré qu'un traitement à la 

CHX induit le processus de mort par apoptose, ce qui suggère que le processus de mort 

cellulaire est déjà enclenché mais réprimé par des protéines (possiblement de courte demi-vie). 

Récemment, des résultats préliminaires obtenus dans nos laboratoires (Aub'h, 1996) 

suggèrent que B&XL est exprimé daos les lymphocytes B humains du sang périphérique 

cultivés in viîro dans le système de culture CD40L puisque les ceUules B en prolifëration dans 



le système CIEQOL sont résistantes à I'apoptose induite par un traitement à la cycloheximide 

(Aubin, 1996). Ces résultats sont en accord avec les analyses récentes effectuées sur des 

lymphocytes B humains du sang périphérique cultivés dans le système CD40L et qui ont 

démontré que la liaison du CD40 par son ligand f ~ t  augmenter le  veau d'expression de Bcl- 

XL @.orno, 1997). Cela asswe la protection des lymphocytes B contre l'apoptose. L'IL4 

favorise également l'expression de BcI* bien que le signal donné par le CD40 soit plus fort 

(Lomo, 1997)- Les résultats préliminaires égaiement obtenus démontraient une progression 

vers un stade de diff&enciation plus poussé (i-e. plasmocytes) chez les lymphocytes B cuhivés 

dans le système de cuiture CD40L- C'est a partir de ces observations que l'&se de 

l'expression de ce gène protecteur de l'apoptose à dinërents stades de la culture dans le 

système CD40L a été envisagée (Aubin, 1996). 

Mcl-1 a été découvert en criblant des banques des cellules cancéreuses humaines 

(leucémie). Les banques ont été créées à dinérentes étapes de culture en présence d'esthers de 

phorbol ce qui provoque la différenciation de ces cellules (Kozopas, 1996). La surexpression 

de mcl-I dans les cellules ovariennes de hamster inhi'be I'apoptose induite par une surexpression 

de c-myc (Reynolds, 1994)' ce qui suggérait que le produit du gène mcl-l soit un inhibiteur de 

la mort ceildaire. De façon similaire aux protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl* la 

protéine Mcl-l s'associe à B e  Cependant, Mcl-1 semble être moins efficace que Bcl-2 pour 

retarder la mort cellulaire lorsque surexprimk dans des lignées de cellules humaines (Reynolds, 

1994). Des analyses de type Western blot démontrent que Mcl-l , protéine d'environ 40 Da, 

est exprimée par les lymphocytes B du sang périphérique (Ohta, 1995). Ii semble que la 

réception d'un signal de survie par ces lymphocytes (en : IL4 + anticorps anti-IgM) empêche 

la diminution de l'expression de Mcl-1. Ch croit que McGl poumit réguler l'apoptose à la 

place de BcI-2 qui lui ne subit aucune variation dans son expression dam ces conditions (Lomo, 

1996). Les études de Lomo et a/. (Lomo, 1997) tentent d'associer une augmentation de 



l'expression de Mc14 chez les lymphocytes B du sang périphérique suite à une interaction 

CD40-CD40L ai présence d'IL-4 ou d ' L I 3  ; cependant, les &kts observés sont plutôt 

limités, 

Al fhorise la sumie celîdaire (Lii 1993) en s'associant à Bax qui devient inapte à 

accomplir sa fonction pro-apoptotique (Seldak, 1995). L a  protéine Al (19 KDa) partage des 

homologies de structure avec les autres membres de la f d e  Bcl-2 ; elle est constituée des 

domaines BHI et BH2 mais n'a pas de région N-tennuiale riche en résidus chargés commune à 

la plupart des autres membres de la famille. L'induction de Al n'est pas bloquée par la 

présence d'un inhi'biteur de la synthèse protéique; la cyclohexhide peut en quelque sorte 

induire l'expression de ce gène (Lin, 1993). Il a également été prouve que Al  est exprime dans 

le thymus et dans la rate mais non dans une variété de tissus non-hématopoïétiques chez la 

souris (Lin, 1993). L'expression de Al chez les cellules B est faible à toutes les Ctapes 

précédant la maturation naale en périphérie (ex. : aux stades pro- et pré-B) (Tomayko, 1998). 

Contrairement aux autres membres de la famille à l'étude (Bcl-2 et Bax), t'expression de Al est 

augmentée de 10 fois lorsque les ceildes B immatures retrouvées en périphérie sont recrutées 

dans la rate pour devenir matures. Les auteurs proposent l'examen de la variation de 

l'expression de Al comme marqueur de différenciation des lymphocytes B normaux (Tomayko, 

1998). 

La protéine &d est essentiellement impliquée en féveur de la mort par apoptose. Bad 

fait également partie de la f d e  bcl-2 dans la sous-classe des p r o t h e s  a BH3. Bad dimérise 



avec Bcl-XL et Bcl-2 mais non avec Bax, Bcl-Xs, Mcl-1, Al ou lui même. Bad se lie plus 

fortement a Bcl-& qu'à Bcl-2 cians les dules  des mae= ; cela a pour effa d'annuler 

['activité de Bcl-XL (répresseur de la mort cellulaire) mais non celle de Bcl-2. Au départ, on 

croyait que l'association de Bad avec Bcl-Xt L i  Bax fàvorisant l'apoptose (Yang, 1995). 

Beaucoup d'études ont été réaiïsées sur Bad pour découvrir que son activité pro-apoptotique 

dépend de son état de phosphorylation Dans des cellules hématopofétiques stimulées à l'IL-3, 

Bad est phosphorylée et donc séquestrée au cytosol par les protéines 14-3-3. C'est seulement 

lorsque Bad n'est pas phosphorylée qu'elle peut se lier à Bcl-XL ; dans cette situation, Bcl-XL 

est incapable de lier Apaf-l et l ' ~ 0 1 1  des caspases a Iïcu conduisant la d u l e  vers la mort 

(Francke, 1997). Dans ce cas&, le signai émis a partir du récepteur d'IL-3 semble être 

transmis via la protéine kinase Akt. La phosphorylation a lieu sur deux résidus sérine @ositions 

1 12 et 136) h é e s  dans le site de liaison aux protéines 14-3-3 (Datta, 1997). Bad a été 

détectée dans plusieurs tissus n o m  dont la rate ; le fhit que Bad soit exprimé spécifiquement 

dans les lymphocytes B ne semble établi. Dans les cellules nomales, le f d  que Bad soit 

associée am organelles vient du fait qu'elle se lie aux autres membres de la f d e  Bcl-2, eux- 

mêmes associés aux organelles in vivo (analyses d'irnrnunohistochimie) (Kitada, 1998). 

Bak est une protéine de 21 1 acides aminés (23,4 kDa) à effet pro-apoptotique identifiée 

dans des lignées de celiules B tr811Sfomies par le W u s  Epstein-Barr (lGefer9 1995). Bak (Bcl- 

2-homologous mtagonist/Kil)er) démontre des similarités structurales à Bcl-2 et aux autres 

membres de la famille particulièrement dans les domaines BHI et BH.2. Bak contient un 

domaine hydrophobique a son extrémité carboxy-tenn.de. Il s'agirait donc d'une protéine 

transrnembranaire. Des analyses de I'ARN (Northem) ont montré que baR est détecté dans une 

grande varï6té de cellules sous la fome d'un transcrit de =2,4 Kb. Bien que le taux de 

détection le plus élevé se retrouve dans le c<nir et les musdes squelettiques, ba) est également 

détecté dans la rate, le thymus et les PBL prélevés de f ~ t u s  humains (Kiefer, 1995). En 



revanche, d'autres études ont démontré que Bak était présent dans les lymphocytes de la rate et 

des ganglions mais non dans les lymphocytes du sang périphérique (Krajewski, 1996). La 

proteme Bak est la plupart du temps impliquée en faveur de la mort cellulaire. Bak est exprimé 

dans la plupart des tissus ; pour contrer I'enet néfâste de Bak, les ceildes ont besoin d'un 

inhibiteur de l'apoptose et il semble que Bel* soit le mieux placé pour remplir cette fonction 

étant donné qu'il est exprimé dans une grande variété de cellules (Kiefer, 1995). 

Tout comme Bel* et Bcl-2, Bax a la capacité de former des canaux dans des 

membranes artificielles (in vitro). Les pores formés par Bcl-2 ont la particularité d'être sélectifs 

a certains ions (Green, 1998). Or, Bax est une protéine pro-apoptotique et il a été démontré 

que Bax peut contrer 17&et protecteur de Bcl-2 (Cory, 1995). Bax agit indépendamment des 

caspases. Donc, même en présence d'inhiiitews de caspases, la surexpression de Bax (ou de 

protéines « Ba.-like ») a pour effet de tuer les cellules de mammiferes. Cela provoque la 

condensation de l'ADN, l'altération des membranes sans activer les caspases. La mort par 

apoptotse reliée à la présence de Bax est due à sa capacité de former des pores provoquant la 

perméabilité des mitochondries (Green, 1998). Certains membres de la f d e  Bcl-2 ont la 

capacité de fonner des dimères avec Bax ; les protéines Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 et A l  sont des 

partenaires d'association. Les résultats obtenus suggèrent que la susceptibilité à l'apoptose est 

déterminée par de multiples associations compétitives dans lesquelles Bax semble être un 

partenaire commun (Sedlalg 1995). Lorsqu'ü y a association de Bcl-2 et de Bax, cela prévient 

la mort ceMaire par apoptose. Par contre' Iorsqu'ii y a homodimérization de Bax, cela 

accélère le processus de mort et inbii  aussi la protection fournie par I'hétérodimère Bcl-UBax 

(Tuscano, 1996). Lors de leur isolement du sang périphérique, les lymphocytes B expriment 

une proteme de 21 KDa qui est en fait la protéine Bax (Ohta, 1995). 



C'est en voulant comprendre la fonction cellulaire de Bcl-2 que la protéine Bag-1 a été 

découverte (Wang, 1996). Il a été démontré que Bag-1 interagit physiquement avec Bcl-2 in 

vitro. De plus, en présence de Bag-1 et de Bcl-2 dans une même cellule, on assiste à une 

synergie des fonctions anti-apoptotiques tel que démontré par des expériences de cotraasféction 

(Wang., 1996). Bien que Bag-1 soit quasi ubiquiste, sa surexpression peut prolonger la survie 

cellulaire de concert .vee Bcl-2 (Takayama, 1995). La protéine ne parrage pas d'homologie 

avec quoi que ce soit de WMU si ce n'est une courte région (37à 73 sa) qui montre 50% 

d'homologie avec plusieurs protéines de type ubiquitine. Il s'agit d'une protéine acide @I 

4,81) qui ne contient pas de domaine transmembranaire (Takayama, 1995) ; le poids 

moléculaire attendu de Bag-1 humPin est de 36 KDa @ackham, 1997). Il est maintenant connu 

que, tout comme Bcl-2, Bag-1 interagit avec la kinase à sérine/thréonine Ml, bien qu'eue ne 

soit pas phosphorylée par celie-ci (Wang, 19%). ï i  semble également que les celluies de 

mammiEeres expriment deux isoformes de la protéine Bag-1 qui sont générées par des 

initiations alternatives de la traduction (Packham, 1997) ; il est donc possible de retrouver, en 

plus de la forme à 32-36 KDa, une forme de plus haut poids moléculaire (- 50 KDa) (Packham, 

1997) désignée Bag-IL. Après anaiyses, il a éte démontré que Bag-lL réside au noyau alors 

que Bag-1 est associé aux organelles (Takayama, 1997). Étrangement, Bag-l n'est pas 

exprimé dans les Iymphocytes du sang périphérique au repos (sans distinction entre aliules B 

ou T) ni dans les plasmocytes de la moelle osseuse ( d y s e s  d'immunohistochimie) (Takayama, 

1997). L'augmentation de l'expression de Bag-1 est souvent associée a la présence de 

cytokines. Par exemple, chez les lymphocytes T7 la liaison de l'IL-2 à son récepteur induit 

l'expression des protéines anti-apoptotiques Bc1-2 a Bag-1 (Adachî, 1998). 



Des études récemment réalisées dans nos laboratoire démontrent que les lymphocytes B 

humains nomiaux cultivés in vitro dans le système de culture CD40L sont capables de se 

différencier (Aubin, 1996) ce qui c o h e  les précedantes études sur le sujet (Arpin, 1995). 

Cette différenciation est détectabie par une augmentation du nombre de cellules sécrétrices 

d'anticorps. De plus, ces &des suggéraient que les lymphocytes B différenciés étaient plus 

sensibles a I'apoptose que les lymphocytes B pmlifhnî lorsqu'k sont incubés en présence 

d'un inhibiteur de la synthése protéique (Cm. L'hypothèse émise alors suggère que la 

résistance à I'apoptose observée chez les lymphocytes B en prolifération est due à l'expression 

d'un gène uihiiiteur de I'apoptose tel que Bc-. Cependant, aucune évidence expérimentale 

ne permettai-t alors d'appuyer cette hypothèse. 

A la lumière de ces observations, le présent projet vise principalement la compréhension 

des limites du système de culture CD40L et ce, afin d'évaluer la possibilité d'utiliser un système 

de culture in vitro pour 1) pennettre l'expansion massive des lymphocytes B isolés du sang 

périphérique et 2) permettre la différenciation contrôlée en vue de produire de grande quantité 

d'anticorps polyclonaux humains. D'un point de vue cellulaire, le comportement des 

lymphocytes B normaux sera évalué par l'élaboration de courbes de croissance, par des 

analyses de sécrétion d'anticorps, d'expression des marqueun cellulaires de surface et de 

sensibilité à I'apoptose. Nous nous proposons de déterminer le moment ou la diE'enciation 

s'installe dans le système et l'importance de cette différenciation par rapport a la prolifération 

Nous voulons égaiement démontrer que la baisse de viabüite précédemment observée 

(Aubin, 1996) au cours de la culture est due à la mort préférentieiie des plasmocytes et que cette 

mort est réellement une mort apoptotique. D'un point de vue moléculaire, nous allons étudier 

l'expression des membres de la f d e  Bd-2 qui semblent être impliqués dans le processus de 

mort cellulaire programmée dans le but d'8SSOCier l'expression d'un (ou plusieurs) gène@) à 

certains comportements cellulaires. L'identification de tels gènes pourrait pennettre 



d'augmenter la survie des cellules en culture in vitro par &don, ce qui pourrait permettre 

d'accroître I'expansion maiamale des ceff des avant la dinëren~iation~ De plus, dans le cas où le 

système CD40L ne permettrait pas une différenciation massive des lymphocytes B ayant 

proliféré, i'utiüsation de signaux secondaires favorisant la différenciation des lymphocytes B 

sera aussi évaluée. 



Les cellules du fibroblaste de souris L929 (ATCC, Rockville, MD, USA) exprimant de 

façon stable le ligand de CD40 (CD154) a leur sucface (Néron, 1996) sont désignées US. Les 

cellules du fibroblaste de souris (L929) exprimant de façon stable le récepteur FcyRIUCDw32 

sont désignées l6.ZCG7 (Peltz, 1988). Les lignées cellulaires L929, LAS, et I6.2CG7 étaient 

disponibles dans nos laboratoires au début de ce projet. 

Les cellules US, L929 et 16.2CG7 sont cultivées en d e u  Iscove (Iscove's modifieci 

Dulbecco's medium; Gibco/BRL, Burlington, ONT.) additionné de 5% de sérum bovin 

(Fetalclone 1 ; Hyclone Laboxatories hc, Logan, Utah) et des antibiotiques (pénicilline (50 

UM), streptomycine (50 pB/ml) (Sigma, St-Louis, MO, USA)). Les celides sont incubées à 



37°C dans un incubateur à atmosphère humide (Forma Scientific7 Marietta, O& USA) 

contenant 1û% de C a .  Lors des passages, les cellules sont lavées une fois au PBS 

(P04,10mM, PH 7,4, NaCl 150 mM,) suppléé avec 2 mgml de giucose (PBS-glucose). Les 

cellules sont ensuite décoilies du flacon suite à une incubation (1 minute7 37°C) en présence de 

trypsine-EDTA (0,s mglml trypsine, 0 3  m g h l  Na&DTA) (G'bco/BRL). L'action de la 

trypsine est inhibée par l'ajout du diai de culture contenant le sérum. 

1.2.1 - Isolement des iyuaphocytes B 

Les lymphocytes (PBL) de donneurs volontaires en santé ont été isolés du sang 

périphérique par cenîriibgation sur gradient de Fico11-Paque (Pbannacia biotech, Uppsala, 

Sweden). Les lymphocytes T ont été enlevés des PBL suite à trois adsorptions successives sur 

des b les  magnétiques recouvertes d'un a.nticorps monoclonal dirige contre le CD2 selon les 

recommandations du fabriquant @ynai, New-York NY, USA). Suite a cela, les &Iles 

adhérentes sont éliminées (adhérence de 4 heures dans une plaque à 96 puits (Falcon ; Becton 

Dickinson, Lincoln Park, NI, USA)). La pureté des lymphocytes B est évaluée par cytométne 

à flux sur la base de l'expression du CD40. 

1.2.2 - Système de culture CDQOL 

Les lymphocytes B sont cultivés tel que précédemment décrit (Néron, 1996) en plaque 

(96 puits) à une concentration de 2,s x 10' oelhiles par puits (100 flpuits) en présence de 1 x 

lo4 cellules (100 pUpuits) U 7 5  irradiées au césium 137 (7500 rad) (GammaceIl Io00 ELITE ; 



Nordion International, Kanata, ONT,). Le milieu utihsé est composé d'Iscove additionné de 

10% de FBS (Charactenzed se=; Hyclone Laborratories) décompIémenté (iuiactive 30 

minutes à 56OC), de la transferrine humaine (5 pglrnl, (Sigma)), de I'insuüne bovine (5 pg/mi, 

(Sigma)), de l'IL-4 recombinant humain (100 U/mZ ( m e ,  Cambridge, MA, USA ou R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA )) et des antibiotiques (Pénicilline (50 U/rnl), Streptomycine 

(50 mg/d)). Les cuitures sont gardées à 37°C dans un incubateur à atmosphère humide 

contenant 1W de C a ,  Le renouvellement du milieu est fait tous les trois jours par 

remplacement de 100 pi de milieu usé par du milieu fiais contenant les mêmes a d W .  Tous 

les six jours, les Iymphocytes B doivent êa transférés sur des ce[lules LA.5 hnchement 

irradiées. Lors des renouvelIements de d e u ,  la concentration des ceiiules B est réajustée à 

2,s x 104 cellules par puits si la densité cellulaire est tmp élevée. 

1.23 - Système de culture uitbCD27 

Les lymphocytes B sont retirés du système de culture CD40L et dénombrés. La 

concentration cellulaire est rbjustée pour avoir 2,s x 10' cellules par puits. Les cellules 

16.2CG7 ftaîchement irradiées (7500 rad) sont également ajoutées à raison de 1 x 10' ceUules 

par puits. Le milieu utilisé est composé d'Iscove suppléé avec 1W de FBS décompIémenté 

(mactivé à la chaieur), de la transférrine humaine (5 &ml), de l'insuline bovine (5 pg/ml), des 

antibiotiques (Pénicilline (50 U/ml), Streptomycine (50 mgM)), de l'IL-2 humaine 

recombinante (50 U/d) (RdéD systems), de I'IL-10 humaine recomb'ite (50 qglml) (R&D 

systems) a l'anticorps monoclonai dirigé contre le CD27 humain ( A n d  Corporation, 

Bayport, MN) à raison de 1&d. Les cuitures sont gardées a 37°C dans un incubateur à 

atmosphère humide contenant 100/o de C a .  



1.3 - Viabilité 

1.3-1 - Évaluation de ia vhbiiité 

L'évaluation de la concentration des cellules viables est faite seion le principe 

d'exclusion du bleu de trypan. Une solution de bleu de trypan 0,496 (préparé dam du NaCl 150 

mM) (GibcolBRL) est mélangée à la suspension ailulaire (1 : 1). Le comptage est réalisé à 

l'aide d'un hémacytomètre (Hausser Scientific, Horsham, PA, USA). 

1.3-2 - Induction de 19apoptose : traitement i la cgeloheximide 

La cycloheximide ( C m  (Sigma) est ajoutée aux cellules à une concentration finale de 

25 &mi. Les cellules sont incubées pendant trois heures à 37OC daas un incubateur à 

atmosphère humide contenant 1% de C a  (si détection de l'apoptose par cytométne à flux) ou 

pendant six heures à 37°C avec agitation continue (si détection de l'apoptose à l'aide du bleu 

de trypan). Les conditions d'incubation varient en fonction du test de détection de l'apoptose 

qui suivra l'induction à la CHX. 

1.3.3 - Dittction de I'apoptose 

L'évaluation de I'apoptose est faite à l'aide du test à I'annexin V couplée à un agent 

fluorescent, soit le PE (Pharmingen, Mississauga, ONT.) soit le FITC (gracieuseté du Dr E. 

Pryzdiai, CBS, Ottawa, ONT). Des colorants fluorescents sont également utilisés afin 

d'évaluer la viabilité cellulaire ; le 7-amino-actinomycine (7-AAD) (Phanningen) ou l'iodure de 



propidiurn (gracieuseté du Dr E. Pryzdiai). Après un traitement de trois heures en présence de 

C m  les cellules sont lavées au PBS-glucose. Les marquages à 1'annex.h V : PE et au 7-AAD 

sont réalisés de la fàçon suggérée par le commerçant. Les marquages à I'annexin V : FlTC a à 

l'iodure de propidium sont réalisés de @a sindaire. Pour les contrôles p o W  de marquage 

à I'annexin V, les cellules sont perméaôilisées à I'aide d'un tampon HBS/C~~+ contenant de la 

saponine à 0,3% ; elles sont ensuite marquées selon la procédure habituelie. Pour les contrôles 

négaWs de marquage à l'annexïn V, les dules  sont reprises, après le lavage, dans un tampon 

HBSEDTA (SmM) et marquées selon la procédure habituelie- Les cellules sont analysées au 

laboratoire de cytométrie à &oc (cytofiuoromètre Couiter Epics, Laboratoire de recherche du 

CHUQ, Pavillon CHUL, QC). 

1.4 - Anrlvse de l ' e x ~ ~ i o n  des murrueun de surface 

À différents moments au cours de la culture, les lymphocytes B sont prélevés (2,5 x 10' 

cellules) et analysés en fonction de I'expression des marqueurs de d a c e .  Les cellules sont 

d'abord lavées dans le PBS-glucose fioid. Pendant ce temps' les dilutions d'anticorps 

recommandées par le fournisseur (anti-human CD20 : FITC (Ancell Corporation), anti-CD38 : 

RTC (Serotec, Hornby, ONT.), ami-CD40 : FITC (Serotec) et les contrôles de spécificité 

d'isotype (Serotec et Ancell Corporation) sont préparées dans 1'Iscove froid contenant 1% de 

sérum bovin décomplémenté. Après le lavage, les cellules sont reprises dans les solution 

d'anticorps (100pl) et incubées sur la glace pendant 30 minutes. Les anticorps non liés sont 

éliminés par un lavage au PBS-glucose froid. Les cellules sont reprises dans le PBS et 

analysées immédiatement ou fixées à la PBS-parafonnaldéhyde 4% (incubation de 30 minutes à 

la tempérahue de la pièce), conservées 1 4°C et adysées au cours de la sernaine au laboratoire 

de cytométrie à flux. Pour d y s e r  l'expression du marqueur CD27, ü fkut d'abord inniber en 



présence d'un ami- CD27 humain(Ance1l Corporation) produit chez la souris de la façon décrite 

ci-haut. Les celules sont lavées et incubées en présence d'un anticorps anti-IgG murin couplé 

au FITC (Jackson ImmunoResearch Labonitones, West Grove, PA, USA). Après un dernier 

lavage, les celiuies sant analysées ou fixées. 

1.5.1 - Évduation de Ii sécrétion d'anticorps 

La technique utilisée est celle de l'ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay) 

couramment utilisée. Brièvement, la surface des puits est recouverte avec un anti-Ig hwnain de 

chèvre (anti-IgG (H+L)) (Jackson Immuno Research Laboratories) 10 &ml dans un tampon 

carbonate 100 mM, pH 9,7. Après une nuit d'incubation à 4OC (ou 30 minutes à 37OC), la 

plaque est lavée avec un solution saline (150 mM NaCL) puis réincubée (30 minutes, 37°C) 

après y avoir déposé une solution de PBS-caséine (0'25% caséine dans du PBS) dans le but de 

bloquer les sites de fixation résiduels. Pendant ce temps, les dilutions des sumageants de 

culture de lymphocytes B sont préparées dans du PBS-caséine. Les dilutions d'une solution 

caliirée d'immunoglobuluies humaines (Sigma) sont égaiement préparées. La plaque est lavée 

de nouveau ; les diff&entes dilutions sont déposées dans les puits et le tout est incubé pendant 

30 minutes à 37OC. La plaque est lavée de nouveau. L'amicorps de révélation est alors ajouté 

(anti IgG (H+L) humain de chèvre couplé à la peroxydase (Jackson Immuno Research 

Laboratories)) à la diiution recommandée. Après une incubation de 30 minutes a 37OC, la 

plaque est lavée une demière fois puis la solution substrat est aj~utée (O-phényldiamine lmglml 

dans un tampon citrate 0'1 M, pH 4.5 et du peroxyde d'hydrogène à 0,012%). Les lectures de 

densités optiques sont lues à l'aide d'un lecteur de microplaque (MR 5000, Dynatech 

Laboratories, Chantilly, VA) à la longueur d'ondes de 490 qm. 
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1.5.2- Étude de ia pdydonatité des anticorps 

L'étude de h polyclonaiité des anticorps produits par les lymphocytes B dans les 

systèmes de culture est réalisée par électrophorèse de zone (Coligaa, 1994) tel que décrit par 

Bazh et al (Bazin, 1996). Les population d'anticorps sont séparées par une électrophorèse sur 

un gel d'agarose IYo dans un tampon barbital 60 m M  p H  8.6 (Sigma). Auparavant, les 

échantiifons de  mageants de culture de lymphocytes B sont concentrés par centnfiigation 

dans un centriwn-30 (Amicon, Beverly, MA, USA). Le sérum humain, servant de contrôle 

posiq  est dilué à 1 mg d71g Iml dans le tampon barbital. Un volume de 2 pl d'échantillon est 

déposé sur le gel de OY4mm d'épaisseur préparé à l'aide d'un appareil miiii-EF (Bio-Rad 

Laboratories, Mississauga, ONT.). L'électrophorèse a lieu dans une chambre d'électrophorèse 

standard (Bio-Rad Laboratories) pendant une heure à 100V. Pour analyser la popdation 

d'anticorps, les protemes sont transférées passivement sur une membrane de PVDF (Miilïpore, 

Mississsuga, ONT.) pendant 15 miautes. La membrane est incubée pendant 30 minutes dans 

un tampon de blocage (TBS (NaCl 150 mM, Tris (pH 7,6) 20 mM) comprenant 0'05% Tween 

et 1% BSA fiaction V). Un anticorps anti-Ig humaines polyvalent de chèvre couplé à la 

phosphatase alcaline dilué dans le tampon de blocage est ermite ajouté à la membrane ; la 

réaction dure une heure. Après des lavages au TBS, la révélation est Me par l'ajout du 

substrat pour la phosphatase alcaline (NaCl 100mM, MgClz 5mM, Tris lOOmM pH9,5, 5- 

bromo4chloro-3-indolylphosphate-p toluidine salt (BCIP) 165pgh.I et Nitroblue tetrazoliwn 

chioride (NBT) 330pg'd). 



2.1 - Extraction dts ARN 

Pour l'extraction de 17AlW, la m&hode du TRIzol ( G i / B R L )  telle que décrite par le 

fournisseur est ut*sée. Brièvement, des culots de 1-5 x 106 cellules sont congelés à -80°C. 

Lors de l'extraction, les culots sont décongelés et sont défds à i'aide du solution de TRIzol 

(GibcolSRL) (1 ml) ; il y a alors une incubation de 5 minutes à la température de la pièce. 

Suite à cela, il y a ajout de chloroforme (Of ml) après une brève incubation de 3 minutes à la 

température de la pièce, il y a centrifùgation de 15 minutes à 16 000 g. La phase aqueuse est 

transférée avant d'y ajouter de  I'isopropanol(0,5 ml). Suhmt  une incubation de 10 minutes à 

la température de la pièce ainsi qu'une centrifiigation de 10 minutes à 16 000 g. Le d o t  est 

ensuite lavé à l'éthanol 7% (1 ml) par centrifùgation à 10000 g pendant 10 minutes. Le d o t  

est finalement resuspendu dans de l'eau stirile (50 fl). La quantité d'ARN extraite est évaluée 

par spectrophotométrie (A-,,,,). La qualité des ARN est évaluée par une électrophorèse sur 

gel d'agarose suivie d'une visualisation aux U.V. 

2.2 - AnaI~su de t v ~ t  Northem blot 

L'analyse de I'ARN est réalisée par la méthode de Northern blot tiéquemment utilisée. 

Brièvement, I'ARN (5-10 pg) est soumis a une électrophorèse sur gel d'agarose (1 % 

d'agarose, 2'2% fornialdéhyde, 40mM MOPS pH7, lOmM &te de sodium, 1mM EDTA) 

pendant deux heures à 60 Volts et est Ûansféré sur une membrane de nylon (Boehringer 

Mannheim, Laval, QC). Le transfert se f& par succion à l'aide de l'appareil de truisfnt 



Vacugene XL pharrnacia Biotech). La qualité du transfert est évaluée par coloration au bleu 

de méthylène. La préhybridation se f i i t  par inaibation d'une heure à la même température que 

celle choisie pour l'hybridation selon le degré d'homologie entre la sonde a le gène à détecter 

(ici, 6S°C). Le tampon de Church (Church1984) sert pour l'hybridation et pour la 

préhybndation. Les sondes d'ADN correspondant aux ARN à l'analyse sont marquées à la 

digoxygénine (Boehringer Mannheim) selon la méîhode d'initiation aléatoire à I'aide de la 

trousse Dig-High Prime (Boehringer Mannheim). Avant d'hybrider toute la nuit à la 

température appropriée, la sonde est dénaturée 10 minutes i 100°C et fibée sur une membrane 

de ceIhlose O74Sprm Suite à l%ybndation et après lavages, la détection est réafiSée selon les 

indications du fabriquant i.e en incubant en présence de fiasment Fab antidigoxigénine couplé 

à ia phosphatase alcaline (Boehtinger Mannheim) et en révélant à l'aide du substrat 

chirnioluminescent CDP-StaP (Boehringer Mannheim). 

Les culots cellulaires fkaîchement décongelés (1-5 x 106 celules) sont resuspendus dans 

le tampon de lyse PLC (Giordano, 1997) et incubés pendant 30 minutes sur la glace. Les 

cellules ainsi lysées sont centrifûgées 5 minutes à 16000 g à 4OC. La quantité de protéines 

contenue dans le sumageant est évaluée par un dosage selon la méthode de Bradford 

(Bradford, 1976) en utilisant un échantillon calibré d'albumine sérique du baeuf(T3ioRsd protein 

assay standard II BSA ; BioRad) comme référence. 

2.4 - Aaaivsts de tvot western blot 

Les analyses de protéines sont réalisées par la méthode de Western blot. Brièvement, 

les protéines (5-10 pg) sont transférées sur une membrane de PVDF (Miipore) après une 



électrophorèse classique en SDS-page (Laemmli, 1970). Les protéines sont transférées (1 

heure, 100 V, 4°C) a l'aide d'un appareil à transfert électrophorétique (Bio-Rad Laboratories) 

dans un tampon constitué de Tris 25 rnM, glycine 192 mM, SDS 0,01% a méthanol 2 W .  Les 

sites Iibres sur la membrane sont bloqués par incubation d'une heure à la température de la 

pièce ou toute une nuit a 4°C dans un tampon de blocage TBS-Tween (NaCl 150 mM, Tris (pH 

7,6) 20 mM, O, 1% Tween) contenant du lait écrémé en poudre 5% et du polyvinyle pymolidone 

1%. La réaction de reconnaissance peut ensuite avoir Lieu à l'aide d'anticorps dirigés contre les 

protéines d'intérêt- Les anticorps utilisés sont les suivants : anti-Al (C-19), anti-Bag-1 (C-16), 

anti-Bax (B-9), d-Bcf-2 (AC-21) d -Md-1 ,  anti-Bak (6-23). (Santa Cruz biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA), d-Bcl-XL, anti-Bad, anti-Mcl-1 (Transduction Laboratories, 

Lexington, KY, USA), anti-phospho-Bad (sa1 12, ser136) (New England Biolabs, Mississauga, 

ONT.). Pour vérifia l'efficacité du transfert et pour comparer la quantité de protéines de 

chaque échantillon, on utilise I'anti-adne (I-19) (Santa Cruz biotechnology). Ces anticorps 

sont utilisés selon les recommandations du febriquant. L'incubation d'une heure en présence 

du second anticorps approprié couplé à la peroxydase est réalisée après trois lavages. 

Finalement, les protéines sont visualisées à l'aide du substrat ECL (Amersham, Oakville' 

ONT.). 



Pour évaluer la prolifération des lymphocytes B dans le système de artane CIMOL, un 

compte cellulaire a éîé effectué à tous les trois jours soit lors du renouvellement du milieu. 

Lors du compte, seules les cellules vivantes sont dénombrées. L'utüisation du bleu de trypan 

facilite l'exercice ; les celiules mortes vont incorporer le colorant contrairement aux cellules 

vivantes. Ces observations permettent la mesure de l'expansion ainsi que l'extrapolation du 

temps de génération des lymphocytes B dans le système d e  culture. 

La figure 3.1 présente la proüfëration des lymphocytes B dans le système de culture. Ii 

s'agit d'une courbe qui représente l'expansion mEutimale des lymphocytes B dans le système 

CD40L (Cdculs en annexe). 
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K U R E  3.1 - Prolifération âes lymphocytes B d.ns ie système de cdture CD40L 

Chaque courbe teprésente le profil d'une cuiûïre et chaque cuiture provient de 

donneurs diiErents. Représentatim du nombre cumulatif de ceiiules aux 

&fErents temps de adtum. (Cerde : donneur CR, carré : h e u r  RB et 

triangie : dameur AB). 



Ces résultats permettent le calcul de I'expansion maximie d'une population de 

lymphocytes B cultivés dans le système de culture CD40L. L'expansion maxide est évaluée 

entre 2 et 3,4 x ld fois et correspond à la quantité optimale de ceilules générées au cours de la 

culture. Au jour zéro, la population =chernent purifiée est majoritairement constituée de 

Iymphocytes B ; il subsiste une h i l e  proportion de d u l e s  adhérentes qui sont perdues dans 

les premiers heures de culture dans le système CD40t. Après 4 heures passées en plaque à 96 

puits, la population de cellules non adhérentes est constituée à 99.7% de lymphocytes B tel 

qu'évalué par cytomiirie à flux sur la base de I'expression du CD40. 

La culture des lymphocytes B peut facilement être divisée en deux phases distinctes par 

leur temps de génération, soit le temps requis pour doubler une population cellulaire (figure 

3.1). Pour des ceilules fhî~hernent isolées du sang, la mise en culture constitue un changement 

considérable des conditions environnantes. L'adaptation à ces nouvelles conditions peut 

s'échelonner sur une période relativement longue. La première phase de la culture correspond 

donc à une phase d'adaptation ayant un temps de génération d'environ 4 3  jours et qui 

s'échelonne sur une période d'environ 9 jours. La deuxième phase, ou phase de prolifération, 

est caractérisée par un temps de génération plus court qui est M u é  ici à 1,5 jours ; cette phase 

commence au jour 9 et n'est pas terminée lors de l'arrêt de la culture. Les fiequents 

renouvellements de m*eu ne permettent pas d'atteindre la phase statio~aire. Une question 

reste en suspend : Y a-t-il différenciation des lymphocytes B dans le système de culture CD40L 

et si oui, à quel moment se déroule ce processus ? 



2.1 - Andvst de Ir sécdtion d'rnticoms 

Lors d'études précédemment réalisées dans nos laboratoires, un accroissement du 

nombre de  cehies sérriaices d'anticorps a d  été observé chez les lymphocytes B maintemis 

dans le système de culture CD40L pendant une période d'au moins 14 jours (Aubin, 1996). 

Afin de confirmer ces observations, des analyses de type ELISA ont été réalisées. Il s'agissait 

donc de mesurer la quantité d'immunoglobulines présentes dans le surnageant de cultures de 

lymphocytes B aux différents jours suivant la mise en culture. Le figure 3.2 résume l'évaluation 

de la sécrétion d'immunoglobulines par les lymphocytes B cultivés dans le système CMOL. il 

s'agit d'un dosage des immunogiobulines totales. On constate que la sécrétion d'anticorps 

n'est pas constante au cours de la culture. En &kt, on remarque une augmentation de la 

sécrétion au 16- jour suivant la mise en culture dors que la protifération est bien enclenchée 

(revoir figure 3.1). Notons que les anticorps produits sont principalement des IgA, des IgM et 

des IgG (S. Néron, communication personnelle). La quantité d71gE produits dans le système de 

culture a été évaluée puisque l'on sait que l'IL4 favorise la formation de cet isotype. Par un 

dosage ELISA spécifique aux IgE, nous avons démontré que la quantité d'IgE produits est 

inférieure à 25 qg/ml peu importe le nombre de jours passés dans le système de culture CMOL 

(dosage réalisé sur le surnageant de 2 cultures diffërentes provenant de 2 donneufs diffhts).  

La présence de différents isotypes d'anticorps ne nous donne cependant pas vraiment 

d'indication sur la diversité de la population de ceiiules B (a par conséquent de la population 

d'anticorps) capables de produire! des imrnunogiobulines dans le système CD40L. Cet aspect a 

été évalué par électrophorèse de zone. Les résultats obtenus (figure 3.3) montna que les 

anticorps produits sont polyclonawr En électrophorèse de zone, les anticorps monclonaux 



migrent pour ne former qu'une seule bande puisqu'ils sont constitués d'un seul isotype (figure 

3.3, couloirs #1 et #2). On remarque que les deux échantillons d'anticorps monoclonaux 

migrent différemment puisque leur charge est dinérente. L'échantillon de sérum humain qui 

comporte différents isotypes est bien entendu polyclonal. On constate que la population 

d'anticorps contenue dans les sumageants de culture de la même façon que le sénmi 

humain ce qui démontre que les anticorps produits par les lymphocytes B cultivés dans le 

système CD40L sont polyclonawr Des expériences en IEF réalisées dons nos laboratoires 

confirment ces résultats (Sonia Néron, communication personnelle)- 

2.2 - Andvst de I ' e s ~ ~ i o n  d u  mrmuturs d t  surf'ct 

Le fait d'observer uw sécrétion d'anticorps doit correspondre à un état de 

différenciation particulier de la population ou du moins d'une sous-population de lymphocytes 

B cultivés dans le système CD40L. L'analyse de l'expression de certains marqueurs de sufice 

s'impose afin de confirmer cette hypothèse. La figure 3.4 présente les résultats obtenus lors de 

I'analyse de l'expression des marqueun CD20, CD38 et CD40 chez les Iymphocytes B cultivés 

dans le système CD40L- 

Ces analyses suggèrent qu'il y a bel et bien enclenchement du processus de 

différenciation au 16- jour suivant la mise en culture. En &et, l'expression du CD20 est 

maximale jusqu'au jour 16 où il y a diminution de 20°? ; la perte de l'expression du CD20 a lieu 

au cours du processus norxnai de différenciation des lymphocytes B (Harada, 19%; Arpb, 

1995). De la même façon, l'expression du CD38 est fiible jusqu'au 16- jour suivant la mise 
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FIGURE 3.2 - Dosage da m i m u n o ~ o b ~  tolrikr sécrétées p u  la lymphocytes B cultivés dans 

k systimt & c d t w c  CDQOL 

Les suxnageants de culture soot préleviés à dïfErents temps et les immunoglobulines 

qu'ils d e n n e n t  soat dosées par ELISA. Chaque awh reprossita une aimus 

provatnt de donneurs differaits. (Cercle : donneur CR et carré : donneur RB) 



FIGURE 3 3  - Anrlyse de ia poiyclonilitC dcr anticorps produits p u  ks iymphocytes B cultivés 

driu k système & culture C W L  

Analyse de la popuiatian d'anticorps contaiue dans les sumageants de c u b e  par 

elecârophorèse de me. Le couloir #l un echantillai d'anticorps nwnocld 

(Sigma), le doir #2 d e n t  un édianu'llott d'anticorps maioclaial humam (natre 

laboratoire), le COUIoir #3 d e n t  un echantilJan de sunageant de ailaire de 

l y m p h m  B (jour 25) et le couloir #4 d e u t  un é?chantillai de sérum humam. 

Chaque wdoü dent 2pg d'immunoglobulines. Le couloir #3 est représentatif de 

deux cultures cWërentes provenant de deux donneurs differeuts. 



en culture ce qui suggère que les cellules sont peu différenciées- Toutefbiq il y a une induction 

de l'expression du marqueur de sucface CD38 (Fisqu'a d'augmentation du nombre de 

cellules qui expriment le marqueur) qui est clairement visible au jour 16 et suivants. On 

remarque également une fluctuation dans l'expression de ces deux marqueurs de s u k e  dans 

Ies jours qui suivent le jour 16. Notons que l'expression du marqueur CD40 est constante quel 

que soit le nombre de jours passés dans le système de culture. Retenons que la modification de 

l'expression du CD20 et du CD38 (mdfication qui wrrespond à un phenottype de cellules 

différenciées) swient  au 161ç jour suivant la mise en culture, ce même jour où l'augmentation 

de ia sécrétion d'anticorps est obsavée (revoir la figure 3 2). 

2.3.1 - Étude de h viabilité c d u h i r t  

Puisque les plasmocytes sont normalement destinés à l'apoptose et que les résultats 

présentés précédemment suggèrent la présence de plasmocytes dans les cultures, il est 

intéressant d'étudier la viabilité de cellules B en cours de culture. La différenciation des 

cellules B est un phénomène qui va mener éventuellement à l'apoptose. Ce phénomène peut 

être accéléré dans cenains cas par un traitement à ia CHX Les lymphocytes B ont donc été 

testés pour leur sensiôiité à la CHX aux âifEérents jours suivant la mise en culture. La viabiité 

est par la suite évaluée par exclusion du bleu de trypan immédiatement après le traitement a la 

CHX. La figure 3.5 présente les résultats des études de sensibilité à la CHX en relation avec le 

nombre de jours passés dans le système de culture. 
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FIGURE 3.4 - Analyse de l'expression du marqueurs & surface CD24 CD38 et CD40 chez ks 

lymphocytes B cuitntés cians k système de culture CD40L 

Let ceUuies sont prélevées à dinFérans jours suivaat la mise ai aiiture, marquées avec 

un anticorps moaoclanal cwplé au FiTC et analysées par cytoméçrie à flux- Chaque 

courbe représane la moyenne de L'expressiai d'un des marqueurs chez des cefiules B 

pro- de deux cdtum diaeraites. Chaque cuiture provieat de domeurs 

cîifférents. 



Remarquons que dans les premiers jours suivant la mise en culture, les celides sont 

résistantes à un traitement à la CHX ; la viabüité varie entre 97 et 1 Wh. C'est donc au 16- 

jour que la viabilité diminue de 35% par un traitement à la CHX. Par la suite, la viabilité varie 

mais ne sera jamais équivalente à ce qui est obsewé en debut de culture- Par la suite des tests à 

17a.nnexin V : FITC et a l'iodure de propidium ont été rédisés afin de déterminer si les baisses 

de viabilité sont dues à la mort par apoptose. Les risuhats obtenus (non montrés) démontrent 

que la baisse de viabilité est associée à une mort par apoptose induite par la CHX Ii semble 

donc avoir une sous-population de cellules (environ 35% au jour 16) qui entre plus ficilement 

en apoptose. Les résuitaîs présentés jusqu'à présent suggèrent fortement que cette sous- 

population sensible est constituée de p1asmocytes ; I'analyse de la mort préférentielle des 

plasmocytes pourrait confirmer cette hypothèse. 

2.3.2 - Analyse de h morîditi prifinatidlc des plwmocytes 

Afin de démontrer de façon plus directe que les plasmocytes dans le système de culture 

CD40L sont ces cellules qui sont sensiiles à l'apoptose, l'expérience suivante a été entreprise. 

Les celiules ont été traitées à la CHX puis marquées à l'annexin V : PE, au 7-AAD afin de 

détecter le niveau d'apoptose. Les cellules sont également marquées avec un anticorps 

monoclonal dirigé contre le CD20 (anti-CD20 :FITC) ou contre le CD38 (aati-CD38 :FITC). 

De cette façon, il est possible de déterminer si les cellules positives pour le marquage à 

I'annexin V (donc en phase précoce d'apoptose) sont aussi les cellules différenciées (Le. 

n'expriment plus le CD20 etlou expriment le CD38). Le tableau 3.1 présente les résultats 

obtenus pour ce genre d'analyses. On remarque que les cellules CD20- (donc les cellules qui 

ont entrepris le processus de différenciation) sont plus susceptriles à I'apoptose que les ceUuks 

CD2W. Cette différence (en moyenne -3W) entre les deux sous-populations montre que les 

cellules différenciées (CD209 sont plus sensi'bles à la CKX les cellules en prol i f i ion  

(CD20t). Si on analyse le taux d'entrée en 
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FIGURE: 3.5 - Andyse de ia sensibilité i I. mort induite p u  II CBX chez ies lymphoqtea B 

cultivés dans k système & culture CD40L 

Les ceildes soatprélevées a ~WEtents jours suivant la mise en aiitWe et placées ai 

pnkmce de CHX paidaat 6 heures. La viabilité est anaLys& par donombrement des 

ceUules viables et mortes (exclusion du bleu de trypan). Chaque bande représente la 

moyenne de l'analyse de la viabilité chez des oelluies B provenant de trois cuitaues 

diiErarte~. Chaque culture provient de dameurs différents. 



apoptose chez les ceildes par rapport à l'expression du CD38, le résultat est comparable. Les 

cellules CD38- sont plus résistantes que les cellules CD3 8+. Dans ce cas, le niveau d'entrée en 

apoptose varie fortement entre les deux sous-population, soit 29.4% (en moyenne). Des 

problèmes sont survenus lors des analyses de la susceptiiié à I'apoptose en fonction de 

I'expression du CD38 ; c'est pour cette raison qu'un seul résultat est disponible. Retenons 

cependant que les mêmes analyses en fonction de L'expression du CD20 suggèrent que les 

cellules différenciées sont plus sensibles à I'apoptose induite par la CHX que les celiules peu 

différenciées. 

Les résuitaîs présentés jusqu'ici suggèrent le système CD40L permet l'enclenchement 

du processus de différenciation du moins chez une mus-population de cellules. Le 16'"" jour 

de culture semble être un point d q u e  puisque c'est à ce jour que la sécrétion d'anticorps 

augmente, que la viabilité ceNulaire diminue et que l'expression des marqueurs de surface varie. 

Lors de l'évaluation de la mortalité préféfentielle des plasmocytes qui a été réalisée au jour 16, 

on remarque que les cellules différenciées (CD204 sont plus sensibles à l'induction de 

I'apoptose par la CHX A L'aide des expériences entreprises par la suite, nous voulions associer 

l'expression (ou l'absence d'expression) d'un ou plusieurs gène de la f i e  Bcl-2 à ces 

modifications de comportements. Les membres de la f a d e  Bcl-2 comportent un intérêt 

certain puisqu'il est connu que BcL-XL est implique dans I'inhi'bition de I'apoptose induite par la 

CHX dans certaines lignées ceIIdaires (Gauthier, 1996). Les lymphocytes B ont été cultivés 

sur une période de 28 jours ; des prélèvements ont été f8its à dinérents jours suivant la mise en 

culture en vue d'analyser les cellules en Western blot et en Northern blot. 



La synthèse des protéines Al, Bcl-2, Bcl-XL et Bag-l par les lymphocytes B cultivés 

dans le système CD40L a été analysée par Western blot sur des extraits cellulaires de 

lymphocytes B cultivés pendant différentes périodes de temps. L'expression du gène bag-1 a 

aussi été analysé en Northern blot tout comme l'expression du gène pro-apoptotique bak. 

Les résultats obtenus et présentés à la figure 3.6 démontrent que la protéine Al n'est 

pas exprimée chez les lymphocytes B en culture d ce peu importe le nombre de jours passés 

dans le système CD40L (figure 3.6, couloirs #2 à 7). Le contrôle positif utilisé ici est une 

lignée résultant de la t r a n s f i o n  de cellules d'hybridome D5 avec un plasmide d'expression 

eucaryotique comportant le cDNA codant pour la protéine Al(figure 3.6, couloir #1). Le 

contrôle d'actine réalisé sur la même membrane déshybridée montre qu'il s'agit bien d'une 

absence de synthèse de la protéine AI. 

Les rédtats obtenus a présentés à la figure 3.7 démontrent que la protéine Bcl-2 est exprimée 

de façon constante chez les lymphocytes B en culture, lors de l'isolement (jour O) (figure 3.7, 

couloù #1) et lors de la culture et ce, peu importe le nombre de jours passés dans le système 

CD40L (figure 3.7, couloirs #2,3 et 4). La protéine est exprimée à un niveau constant au corn 

de la culture et cela est clairement visible à l'aide du contrôle d'actine fait Simuhanément sur la 

même membrane. Le contrôle positif utilisé ici est une lignée cellulaire (1 1A3) reconnue pour 

exprimer la protéine Bcf-2. 



YO Expérience A 1 40,3 65,O 43,6 84,3 

de cellules en 

apoptose Expérience B 41,O 74,2 5 1,8 N-D, 

ND. : Non disponible 

Les cellules scmt prélevées au 16- jour suivant ia mise eii cuiture et placées ai présence & CHX 

pendant 3 heures. L'apaptose est détedée par cytdmétne a flux (cellules positives pour le marquage à 

I'annexin V et négatives pour la coloraîiai au 7-AAD), Les résultats représaitait deux cultures 

dïfErentes proveaant de donneurs âiftëreats (A : ckmneur RB et B : donneur DJ). 



FIGURE 3.6 - Andyse de Ii synthèse de Ir protéine Al chez la lymphocyta B cultivés 

dams k système CDQOL 

Le couloir #l contient 5 vg d'extrait protéique de cellules D5 exprimant de 

façon stable le gène Al (cellules SD9). Les couloirs #2 a 7 contiennent 5 pg 

d'un extrait protéique de lymphocytes B cuitives pendant 2 (#2), 9 (#3) a 12 

(#4), 16 (#5), 18 (#6) et 21 (#7) jours. Ces rcsultaîs sont reprCsentatifs de deux 

cultures différentes provenant de deux donneurs différents. 



FIGURE 3.7 - Analyse de Ii synthèse de L protéine Bd-2 c h a  kr lymphocytes B cuItiv6s 

dans le système CDQOL 

Les couloirs 1 à 4 contiennent 5 pg d'extrait protéique de lymphocytes B 

cuitivés pendant O (#1), 9 (#2), 15 (#3) a 2 1 (#4) jours. Le wuloir 5 contient 

5 pg d'un extrait protéique de cellules 1 lA3, contrôle positif pour la 

production de Bcl-2. Ces résultats sont représentatifs de deux cuitures 

différentes provenant de deux donneurs différents. 



La figure 3.8 présente les résultats obtenus lors de l'étude de l'expression de Bcl-XL 

chez les lymphocytes B cultivés dans le système CD40L. il est clair que Bcl-& est très 

faiblement synthétisé au jour O (figure 3.8, couloir #4) et que l'expression est a son maximum 

au jour 9 (figure 3.8, couloir #6). Dans les jours qui suivent, soit aux jours 15 (figure 3.8, 

couloir #7) et 2 1 (figure 3 -8, couloir #8), l'expression de Bcl-XL a considérablement diminué. 

On peut donc associer la baisse de synthèse de BcI-X a 1% baisse de viabilitd observée au même 

moment (figure 3.5). De plus, si on compare le niveau de production de la protéine lors de 

l'isolement (figure 3.8, couloir #kt) et après 48h (figure 3.8, couloirs #1, 2 et 5) en culture on 

constate qu'il augmente. Or l'augmentation n'est pas la même selon les conditions de culture. 

Lorsque les cellules sont en présence du CD40L (sans L-4) (figure 3.8, couloir #1), le niveau 

de production de Bcl-XL est plus élevé que dans le cas où les cellules sont en présence d'lL-4 

seulement (figure 3.8, couloir #2). Il semble donc que la synthèse de Bcl-& est reliée en 

majeure partie à la liaison du CD40 avec son ligand et que la présence d'IL4 vient simplement 

appuyer ce phénomène. A la lumière de ces informations, il est étonnant de constater que 

I'expression de Bcl-XL diminue précisément a partir du 19- jour suivant la mise en culture 

puisque la présence du CD40L est constamment renouvel6e au cours de la culture. 

Les résuitats obteaus et présentés à la figure 3.9 démontrent que le gène bag-1 

est exprimé chez Ies lymphocytes B en d t u r e  (figure 3.9, couloirs #1 à 6). Remarquons que 

l'expression de bag-1 est à son plus fort au 6'- jour (figure 3.9, couloir #1) de culture a 
décroît au jour 9 (figure 3.9, couloir #2) pour être d e  au jour 16 (figure 3.9, couloir #3). Au 

jour 18 (figure 3.9, couloir #4), l'expression est forte puis redimhue dans les daniers joun de 

culture (figure 3.9, couloirs #S et 6). Par la suite, ayant obtenu un anticorps monoclonal, des 



FIGURE 3.8 - Analyse de Ir synthèse de Ir protéine BcCXr. c h a  les lymphocytes B 

cultivés dras k systime CDQOL 

Cbaque wuloir contient 5 pg d'extraits protéiques. Le couloir #1 codent un 

échantillon protéique de lymphocytes B cultivés pendant 48 h en présence du 

CD4OL uniquement Le couloir #2 contient un échantillon protéique de 

lymphocytes B cultivés pendant 48 h en présence d'IL4 uniquement. Le 

couloir #3 contient un extrait protéique de cellules RSV-3T3, contrôle positif 

pour la présence de Bcl-Xt. Les couioûs 4 à 8 contiennent des extraits 

protéiques de lymphocytes B cultivés pendant O (#4), 2 (#S), 9 (fi), 15 (W) 

et 21 (#8) jours. Ces résultats sont représentatZs de trois cultures différentes 

provenant de trois domeurs différents. 



analyses de type Western blot ont éîe réalisées- Les résultats obtenus a présentés a la figure 

3.10 démontrent que la protéine anti-apoptotique est synthétisée chez les lymphocytes B en 

cuiture (figure 3-10, couloir #2) mais absente lors de l'isolement (figure 3.10, couloir #1). Oa 

remarque également que la synthèse de la protéine soit majoritairement reliée à la liaison du 

CD40 avec son ligand (figure 3.10, cdoir #3) puisque le niveau daecté est plus élevé que 

dans le cas ou les cellules sont en présence d'IL4 seulement (figure 3.10, couloir W). Donc, la 

synthèse de cette protéine serait donc modulée par la mise en culture des cellules B. Cela est 

clairement visible à l'aide d'une hybridation contrôle contre 17actinee Le contrôle positif utilisé 

ici est une lignée ceHuiaire (1 1A3) reconnue pour syatbériser la protéine Bag-2 (figure 3-19  

couloir #5). 



FIGURE 3.9 - Aadyse de Pexpression du gène big4  c h a  kr lymphocytes B cultiva 

dams k système CD40L 

La partie A représente une coloration au bleu de méthylène des ARN présents 

sur la membrane et la partie B correspond à l'hybridation de type Northem 

blot de la sonde bag-1. Chaque couloir contient 5 pg d'ARN total. Les 

couloirs #1 a 6 contiennent un échantillon d7ARN de Lymphocytes B cultivés 

pendant 6,9, 1 6, 18'2 1 et 25 jours respectivement. Le couloir #7 contient un 

échantillon d7ARN de cellules 1 LA3 qui sert de contrôle positiE 



Bag- l 

FIGURE 3.10 - Analyse de Ii syntlhe de L protiine Bag-1 &a les lymphocytes B 

cultivés dans k système CDQOL 

Chaque couloir contient 5 pg d'extraits protéiques. Le couloir #1 wntient 

un écbaatiuon protéique de lymphocytes B purifiés. Le couloir #2 wntient 

un échantillon protéique de lymphocytes B cuîtivés pendant 48 h dans le 

système CD40L. Le couloir #3 contient un échntillon protéique de 

lymphocytes B cultivés pendant 48 h en présence du CD40L mais en 

absence d'IL4 Le couloir #4 contient échantillon protéique de 

lymphocytes B cultivés pendant 48 h en présence d'IL4 uniquement. Le 

couloir #5 contient un extrait protéique de ceiiuies llA3, contrôle positif 

pour l'expression de Bag-1. Ces résuitats sont représentatifs de deux 

dtures  différentes provenant de deux donneurs différents. 



Jusqu'à ce jour, il n'a pas été démontré qye bak était exprimé chez les lymphocytes B 

du sang périphérique cultivés dans le système CD40L. La figure 3.10 présente des résultats de 

l'analyse des ARN messagers spécifiques au gène pro-apoptotique bak 

Par comparaison avec la coloration au bleu de méthylène (figure 3.10-A), il est 

c l a i r w m  visible que le niveau d'ARNm spécinquc à bak varie en cours de culhire. Par 

exemple, on remarque que le niveau détecté au jour 6 (figure 3 -10-B, couloir #1) est beaucoup 

plus élevé qu'aux autres jours de culture (figure 3.10-8, couloirs 112 à 5). ïi est étonnaut de 

constater que le niveau de bak est à son plus fable au 16- jour de la cuiture (figure 3.10-8. 

couloir #2) puisque c'est à ce jour que le taux de viaûiié est le plus fkiible (figure 3.5). Il est 

cependant impossible, par ces anaiyses, de déterminer si bak est présent lors de l'isolement, i.e 

au jour O. En fait, la faible quantité de ceiiuies dispombles lors de l'isolement ne permet pas de 

préparer des extraits d7ARN tout en gardant des cellules pour la culture. Il est également 

impossible d'affirmer que la variation des ARNm provoque des changements au niveau du 

comportement cellulaire parce que ces analyses ne nous renseignent évidemment pas sur 

l'action de la proteme. 



bak 
B 

FIGURE 3.11 - Aiirilyst de raprcuion du gène b.lr c h u  Iu lymphocytes B normaux 

cultivés dans k système CD4ûL 

Chaque coulou contient 5 pg BARN total. La partie A représente une 

coloration au bleu de méthylène des ARN présents sur la membrane et la 

partie B correspond à l'hybridation de type Norrhem blot de la sonde bak 

Les couloirs #1 à 5 contiennenî un échantillon d7ARN de lymphocytes B 

cultivés pendant 6, 9, 16, 21 a 25 jours respectivement. Le couloir #6 

contient un échantiîion d' ARN de cellules 1 1A3 qui sert de contrôle po* 

Ces ré&taîs sont représentatifs de deux cultures dinérentes provenant de 

deux donneurs dinikents. 



Suite à ces diverses analyses, on constate que les lymphocytes expriment la plupart des 

membres de la H e  Bcl-2 étudiés, Or, certains de ces membres suscitent un intérêt 

particulier en ce sens qu'ils peuvent contribuer à la survie des cellules ; c'est le cas de Bcl-XL et 

de Bag-1. L'utilisation du système de culnue CD40L pour augmenter le nombre de 

lymphocytes B est &cace mais w n  sans faille. En on détecte des comportements 

caractéristiques de la différenciation notamment la baisse de viabiié des cellules. Pour éviter la 

modulation de la sunrie cellulaire, on peut envisager la transfection d'un de ces deux gènes- 

Le système CD40L permet une induction partielle de la différenciation ; seulement 

29,4% des ceilules B vont devenir des plasmocytes (selon les études de mortalité préféiemelle 

des plasmocytes, section 2.3.2). Le système CD40L tel qu'utilisé ici ne semble pas le plus 

adéquat pour la différenciation massive des lymphocytes B. Idéalement, il fmdrait fkvoriser la 

différenciation lorsque l'expansion est suffisante et cela pourrait être possible par la culture en 

deux phases. 

Comme les processus de prolifération et de différenciation sont bien distincts, ü fallait 

mettre au point un second système de cuiture qui favoriserait la formation de plasmocytes et, 

par conséquent, la sécrétion d'anticorps. Ce second système de culture fait appel à la 

sipnaiisation via l'antigène de s u r f e  CD27 présent chez les lymphocytes B (Chapitre I., section 

2.3.2)- Les lymphocytes B cdtivés dans le système de culture CD40L sont transférés sur des 

fibroblastes exprimant le récepteur FcyRIVCDw32 (16.2CG7) auxquelles un anticorps 

monoclonal dirigé contre le CD27, de l'IL2 et de PlLlO ont été ajoutés ; ce système de culture 

est désigné système anti-CD27. En parallèle, des lymphocytes B demeurent dans le système 



CD4OL alors que d'autres sont transférés sur des cellules de fibroblaste en présence d'IL4 ou 

d'IL-2 et d'IL-10. 

Suite au transfert des lymphocytes B dans le système anti-CD27, la viabilité celulaire a 

été anaiysée par exclusion du bleu de trypan. Les lymphocytes B en présence du CD40L et 

d'IL4 continuent de proiifiier. C'est d'ailleurs la d e  condition qui permet la ouMe de 

cellules nir une période de 6 jours. Dans les autres conditions, les ceiiules meurent très 

rapidement En end après 3 jours, 39,û?/o des ceIIdes B en ptéSence dlG4 sont mortes, 

77,6% des ceIIdes B dans le systke anti-CD27 sont mortes et 62,496 des cellules B en 

présence des IL-2 et IL10 sont mortes. Après 6 jours, il ne reste aucune cellule viable dans 

ces conditions. La sécrétion d'dcorps a été analysée par dosage des sumageants en ELISA à 

différents jours suivant le transfert. Par la suite, les immunoglobulines totales contenues dans 

les surnageants de culture sont dosées par ELISA ; la figure 4.1 présente les résultats obtenus. 

On remarque que la sécrétion d'anticorps commence à augmenter au 3i- jour après le 

transfert. I.i faut noter que les ailules ont été lavées avant le traasfert donc la quantité 

d'immunoglobulines initiale est quasi n d e  (non représentée sur le graphique). Après le 6i- 

jour de transfert, la quantité d'immunoglobulines sécrétées n'augmente plus. À la fia du 

transfert, on remarque que la sécrétion d'anticorps est deux fois plus élevée dans le système 

anti-CD27. On remarque également que le fait de lier le CD27 à l'aide d'un anticorps 

monoclonal fàvorise la sécrétion puisque la condition contrôle (cellules de fibroblaste + IL2 + 
Ll O) présente la plus fàible capacité de sécrétionn 
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FIGURE 3.12 - Dosage des i m m u n o g l o b ~  totaks sécrétées p u  ks lymphocytes B cultivés 

dans k systime de cuhurc 4-CD27 

Les surnageants de culture sart prélevés à differeats temps et les immuuoglobulines 

qu'ils &ment sont dosées par ELISA Chaque caurbe rep- une culture 

provenant de donneurs dïfEraits. (Donneufs : - - - : CR et - : DJ) 



R fdait s'assurer que les anticorps produits par les lymphocytes B dans le système de 

culture anti-CD27 étaient polyclonaux comme cela a été fait pour les anticorps produits dans le 

système CD40L (figure 3.3). Des analyses par éIectrophorèse de zone ont été réPlisées teiles 

que décrites à la section 2.1 et les résultats sont présentés à la figure 4.2. 

Le sérum humain présente un patron de migration représentatif d'une population 

d'anticorps poIyclonaux (figure 4.2, wuloir #l). Les é c ~ 1 0 1 t s  provenant des sumageants de 

culture de lymphocytes B dans le système antiXDZ7 (figure 4.2, couloir #2) présentent le 

même patron de migration que les immunogiobulines contenues dans le sérum humain. 



Dépôt 'échantillon 

FIGURE 3.13 - Aadyae de I. polycloditi dcs dcorpr  produits dans k système de c u l t u n  d 

CD27 

Analyse par élecbroghorèse de zane des sunageants de culture recueillis aprés 8 jows 

dans le sys&ème anti-CD27, Le couloir #1 d e n t  un échantillon de sérum humain et 

le couloir #2 d e n t  un ecbantillon de surnageant de cuiîure de lymphocytes B. 

Chaque couloir d e n t  2pg d'immunoglobulnies. Le couloir #2 est repr&mtatS & 

deux cuhres diffëteates provenant de deux dameurs ~WErents. 



Dans un premier temps, les études portaient sur la compréhension du comportement des 

cellules dans le système de cultun CD40L. Tel qu'expliqué en introduction, la rencontre du 

CD40 présent chez les lymphocytes B avec le CD40L en présence d'IL4 induit l'entrée en 

prolifération des d u l e s  afin de permettre une culture prolongée. Les résultats obtenus ici 

démontrent qu'il est possible d'accronbe une population de lymphocytes B d'un facteur variant 

entre 2 et 3'4 x 1o3 fois sur une période de 28 jours. Par exemple, ü est envisageable de 

générer au minimum 9 x 10" lymphocytes B à partir d'un don de sang d'environ 450ml. 

L'élaboration des courbes de croissance a également permis de bien caractériser le 

comportement ceUulaire pour sinsi comparer les lymphocytes B isolés de différents donneurs e!t 

voir s'ils ont sensiiblernent les mêmes réactions face à la mise en culture et aw conditions de 

culture. La période d'adaptation observée dans les premiers jours suivant la mise en cuiture 

vient sans doute du fait que les cellules subissent un changement important de l'environnement 



qui les entoure. La m i r  en culture comme telle peut agir à titre de sélection dans la 

population ; tous les lymphocytes B du sang périphérique ne survivent pas au choc a certains 

autres sont probablement incapables d'entrer en prolifération dans ce systéme de culture. 

À l'origine, le système de d t u r e  CWOL a été conçu pour permettre la prolifération de 

lymphocytes B n o m  et ne devrait donc pas permettre la différenciation de ces cellules 

(Banchereau, 1991a). Suite à l'élaboration de ce système de culture7 ii a été possible de 

générer, à partir de lymphocytes B isolés de centres gemhux, des cellules ayant le phénotype 

de cellules B à mémoire (Arpin, 1995). Les observations recueiliies a présentées au chapitre 

précédent suggèrent qu'il est possible de générer des ailules dBérenciées avec des 

lymphocytes B isolés du sang périphérique cultivés sur une longue période de temps. Xi est 

clairement visible, à l'analyse de la figure 3.2 que la sécrétion d'anticorps effectue une remontée 

aux alentours du jour 16 suivant la mise en culture. Cela est donc un signe relativement é v i d e  

que certaines cellules ont enclenché le procasus de différenciation. De plus, les études de  

viabilité réalisées au cours de la culaire viennent appuyer cette hypothèse. Il est cornu que les 

plasmocytes om une durée de Me relativement courte a sont destinés à mourir probablement 

par apoptose. Il s'agirait donc d'une population sensible a l'apoptose. Nous avons placé les 

cellules dans une condition qui favorise l'apoptose Le. en présence d'un inhiï~teur de la 

traduction L'analyse de la viabilité permettait de spéculer sur la présence de plasmocytes. 

C'est donc par ce genre d'études que nous avons ob- une baisse de viabiié après le 16~- 

jour suivant la mise en culture. Ce jour semble être un point tournant dans le processus de 

différenciation, Ces observations sont en accord avec celles recueillies dans nos laboratoires et 

disponibles au début de ce projet (hbin,  1996). Après le 16'" jour de culture, on remarque 

que la viabilité augmente a rediminue cycliquement. L'analyse de l'expression des marqueurs 

de surface vient une fois de plus appuyer ces obsavations. Dans les premiers jour de culture, 



les cellules ont le phénotype de cellules peu différenciées puisqu'elles expriment le CD20 mais 

non le CD38. À partir du 16- jour suivant la mise en c k e ,  on assiste à une baisse de 

l'expression du CD20 et à une augmentation significative de l'expression du CD38, phénotype 

correspondant à celui des plasmocyteses Après le 16- jour de culture, on remarque une 

fluctuation de l'expression des marqueurs de sudke qui correspond aux fluctuations de la 

viabilité cellulaire. Remarquons également que les pourcentages d'expression des deux 

marqueurs ne se complètent pas a cela est sûrement explicable par le fat que l'expression des 

deux marqueurs se chevauchent ; l'expression du CD20 n'exclut pas l'expression simultanée du 

CD38. Le pourcentage de cellules positives pour le CD38 au jour 16 par exempk indique que 

5076% des cellules expriment fâïblemeat le marqueur (CD387. En aucun cas nous ne sommes 

en présence d'une proportion de cellules fortement différenciées ( ~ ~ 3 8 7  ; il semble donc 

qu'il soit très dîflicile de séparer physiquement Les cellules différenciées des cellules non 

différenciées. Au cours de ces diffientes anaiyses, nous remarquons que le jour 16 est un 

point tournant pour 17enclenchemmt du processus de différenciation Aux alentours du 16- 

jour de culture, la prolifération est fortement enclenchée a le nombre de cellules augmente 

rapidement. Les lymphocytes B cultivés dans le système CD40L ont probablement la capocite 

de sécréter des cytokines. Certaines de ces cytokines ont un effet autocrine sur les cellules en 

ce sens qu'elles provoquent leur différenciation comme c'est le cas de l'IL-6. À certains 

moments de la culture (notamment ceux qui précèdent le renouvellement du milieu de culture), 

la concentration en cytokines endogènes devient saas doute plus élevée ce qui doit favoriser la 

différenciation. De plus une autre cytokine sécrétée par les cellules B en culture affecte les 

fibroblastes (Sonia Néron, manuscrit en préparation). On peut croire que les fibroblastes vont 

être éiiminés petit à petit a que la présence du CD40L va diminuer. Il est cornu qu'un am& du 

signalement via le CD40 permet la différenciation des lymphocytes B (Randail, 1998). Donc au 

16'- jour suivant la mise en culture, la quantité de cytokines sécrétée doit être relativement 

forte. Alors, la différenciation peut avoir lieu suite à une perte de dispom%iIité du CD40L d o u  

à la présence 4 s a n t e  de cytokines régulant la différenciation de façon autocrine. Le 

renouvellement du milieu rétablit le niveau de cytokines présentes et le remplacement des 

cellules L4.5 r e d o ~ e  le signal CD40L perdu. D'ailleurs dans les jours suivant ces 

renouvellements, le taux de viabiié est plus élevé, le pourcentage de dules différenciées est 



moins élevé tel qu'évalue par des analyses par cytométrie à flux (50,6% CD38+ au jour 16 vs 

33,4% CD38+ au jourl8). Cela pourrait expliquer donc les flucniatioas ob-es dans les 

études de viabilité et dans les d y s e s  d'expression des marqueurs de d a c e .  Suite aux 

renouveliements, les plasmocytes sont probablement morts et la prolifération est fortement 

reprise. 

Au 16~- jour de culture, nous sommes donc ni présence de cellules sécrétrices 

d'anticorps qui ont donc atteint un certain état de difFérenciation. Il restait à savoir si ces 

cellules Mérenciées sont aussi les mêmes qui sont affectées par un traitement a la CHX La 

détection de i'apoptose se f'ait à l'aide de I'annexhV. D'abord, on confirme que le traitement à 

la CHX induit bien une mortalité par apoptose. Nous avons donc détaminé le niveau 

d'apoptose dans les sous-populations diaérenciées et non différenciées. Le niveau d'apoptose 

est évalue par rapport a chaque marqueur séparément (puisque l'expression d'un marqueur 

n'exclut pas L'expression de l'autre). Pour la réalisation de ces analyses, les cellules ont été 

cuitivées pendant 16 jours âans le système CD4OL puisqu'à ce jour, les anaiyses de viabilité 

marquefit une diminution. Pour ce genre d'analyses, les cellules sont traitées trois heures en 

présence de l'inhibiteur de synthèse protéique. Les traitements à la CHX n'ont pas tous la 

même durée selon le mode de détection de i'apoptose. Il faut se rappeler que i'annexhv se 

colle aux cellules qui sont en phase précoce d'apoptose parce que ces cellules extemalisent les 

phosphatidylsérines. Lon des études de viabilité évaluées par exclusion du bleu de trypan, on 

fait appel à une propriété de l'apoptose qui se d e s t e  tardivement (la perméabilité des 

membranes). Pour déterminer la durée des traitements, les ceUules (prélevées à diffknts jours 

suivant la mise ai ailhire) ont été pl.cées en présence de  pour des incubations de durées 

différentes. Les temps d'incubation retenus sont ceux qui M e n t  varier la viabilité aux jours 

tardifs de la culture mais non dans les premiers jours de culture. OR obsewe que le 



pourcentage de celuies en apoptose est plus élevé chez les cellules différenciées (CD20-) que 

chez les cellules non diffienciées (CD2W). Ii y a égaiement plus de mortalité chez les cellules 

CD38+ que chez les cellules CD38-- Cependant, des problémes techniques ont empêché la 

reproduction de ce dernier résultat- On peut retenir que les traitements à la CHX vont affecter 

préférentiellement les plasmocytes en se rapportant am anslyses réalisées sur la base de 

l'expression du CD20. Fiement ,  on remarque que le pourcentage d'entrée en apoptose varie 

de 29.4% (CD2W vs CD204 ce qui est comparable à la perte de viabildi observée au jour 16 

par des analyses faisant appel au bleu de trypan (perte de v iabie  de 34'5%). On remarque que 

les cellules mû+ Som e k  aussi sensiifes à la CHX puisque 40,696 des cellules entrent en 

apoptose suite à un traitement. Cela pournit être expliqué par le fsit que les cellules peuvent 

avoir enclenché le processus de différenciation sans avoir complètement perdu l'expression du 

CD20. Le suivi de l'expression de marqueurs de dinérenciation intermediaires aurait pu 

permettre une subdivision plus fine des cellules qui sont en phase préwce de différenciation des 

ceiiules qui sont en prolifération- 

L'intérêt d'étudier l'expression de cette protéine réside dans le fait que l'expression de 

Al est augmentée chez les lymphocytes B qui sont retrouvés dans la rate (Tomayko, 1998) et 

que le système CD40L reproduit une des interactions prédominantes des centres germinaux 

D'abord, il y eut l'étude des membres anti-apoptotiques appartenant à la f d e  Bcl-2. Nous 

avons montré que la protéine anti-apoptotique Al n'est pas exprimée chu les lymphocytes B 

isolés du sang périphérique et que les conditions de culture du système CD40L ne permettent 



pas l'induction de son expression La protéine Al n'est donc pas impliquée dans la baisse de 

viabilité et par conskpent ne peut supporter la suMe des plasmocytes lors de la diff&enciationn 

Or, il n'est pas possible d'associer l'expression de Al avec une interaction CD40-CD40L. 

Un second membre de la fàdie Bc1-2 qui comporte un intérêt certain est Bcl-2 lui- 

même puisqu'il est bien connu que les lymphocytes B isolés du sang périphérique expriment 

cette protéine ; nos résultats confinnent ce fiait. Les conditions de culture du système CD40L 

ne semblent pas modifier, a la hausse ou à la baisse, le niveau d'expfess~~on de cette protéine et 

ce, en dépit du nombre de jours passés en culture. Bcl-2 n'est donc pas responsable des 

modifications de comportement observés au cours de la culture. 

4.3 - Bak 

Les résuhats obtenus quant à la présence d'ARNm spécifique à Bak ne permettent pas 

de confirmer que Bak est absent des lymphocytes B isolés du sang périphérique (Krajewski, 

1996) puisqye la quantité de cellules fraîchement isolées n'était pas suffisante. Cependant, on 

remarque que le messager de Bak est présent à partir du 6- jour suivant la mise en culture et 

est modulé à Ia baisse par la suite. Or, Bak est un membre de la f a d e  Bcl-2 qui est pro- 

apoptotique. Ces résultats peuvent donc sembler contradictoires avec les résultats présentés 

précédemment. En effet, la viabilité qui est élevée en début de culture (jour 6) correspond au 

niveau d'ARN messager à son plus fort. C'est au jour 16 que le niveau de messager est le plus 

bas alors que la mortalité cellulaire est à son maximum. Cependant, ces résultats ne nous 

renseignent pas sur le niveau protéique de Bak ni sur I'activité de cette dernière. Peut-être que 

les messagers ne sont pas traduits compte tenu des conâitiom de cuiture. Des analyses de 



types Western blot mus  auraient renseigne su. le niveau protCique de Bak dans les lymphocytes 

B au cours de la culture dans le système CD40L. Les anticorps disponibles pour la détection 

de cette protéine n'étaient pas spécifiques puisque qu'ils reconnaissaient fortement une protéîne 

d'environ 38 KDa alors que Bak a un poids moliailaïre de 23 KDa (résultats non montrés). Le 

point à retenir de ce genre d'analyse est que le système CWOL permet l'induction de la 

transcription de Bak alors que les résultats de Krajewski et ai. démontrent que Bak est absent 

des lymphocytes B isolés du sang périphérique (Knjewski, 1996). 

4.4 - Bad 

Des résultats (non montrés) concemant l'expression de la protéine pro-apoptotique Bad 

ont été obtenus et pourraient comporter un certain intérêt. Par Westem blot, il est possible de 

voir qu'il y a expression de Bad au jour O c'est à dire lors de l'isolement des lymphocytes B. 

L'expression de Bad est toujours aussi forte au jour 9 mais diminue considérablement aux jours 

15 et 21. Bad est capable de s'associer à Bcl-XL afin d'inhiber sa fonction ami-apoptotique 

(Yang, 1995). Cependant, pour s'associer à Bcl-XL la protéine Bad ne doit pas être 

phosphorylée (Zha, 1996). Deux sites de phosphorylation jouent un rôle important dans la 

liaison possible avec Bcl-XL ; il s'agit de la sérine en position 1 12 a de la sirine en position 136 

(Zha, 1996). Toujours par Westem bloc il est possible de déteminer à quels moments la 

phosphorylation est présente au cours de la culture. La protéine Bad ne semble pas 

phosphorylée au jour O ce qui signifie qu'elle est apte à accomplir son rôle pro-apoptotique. 

Par contre. au jour 9 elle semble fortement phosphorylée donc inapte à lier Bcl-XL ; les 

conditions sont donc totalement défavorables à l'apoptose. Au 15- jour, la phosphorylation 

est moindre qu'au jour 9 mais toujours présente. Fiement ,  au jour 21, la phosphorylation est 

à son minimum Cependant, ces résultats se sont révélés difficilement reproductiibles et bien 

que plusieurs expériences aient été faites pour tenter de comprendre ce problème, nous n'avons 

pu établir hors de tout doute un lien entre la phosphorylation de Bad et la différenciation 



observée chez les lymphocytes B cultivés dans le système CD40L. Il reste que le phénomène 

est intéressant et mérite d'être étudié plus a fond. 

L'analyse de L'expression de Bax a de Mc14 n'a pas été possible. Les anticorps 

monclonaux disponiles n'étaieut pas spécifiques à une seule protéine ce qui faisait que 

plusieurs bandes étaient visiles. 

Des études effecbées dans nos laboratoires démontrent que certaines lignées ceildaires 

dérivées de lymphocytes B sont soit sensiiles, soit résistantes à i'apoptose induite par la 

présence de C m  tel qu'expliqué en introduction Il avait alors été démontré que les lignées 

cellulaires résistantes à l'apoptose induite par la CHX exprimaient davantage de Bcl-XL que les 

Lignées sensibles (Gauthier, 1996). Nous avons donc voulu vérifier si ce gène inhibiteur 

d'apoptose est exprimé dam les lymphocytes B en culture dans le système CD40L. Il est COMU 

que la liaison du CD40 avec son ligand provoque une augmentation de l'expression de Bcl-XL 

et c'est bel bien ce qui se produit dans le système CWOL. Il est clairement visible que Bcl-XL 

n'est pas détecté lors de l'isolement des lymphocytes B du sang périphérique. Après seulement 

2 jours passés dans ces conditions de d t u r e ,  on remarque que l'expression de Bc1-XL est  

augmentée considérablement. De plus, on conçoit que cette augmentation est due 

majoritairement à la Liaison du CD40 avec son ligand puisque lorsque les cellules sont en 

présence seulement d 7 U ,  l'augmentation de Bcl-& est beaucoup moins forte. L'expression 

est à son maximum au 9- jour suivant la mise en culture, jour auquel la viabilité est bonne 

(982%). On remarque que, par la suite, l'expression de Bcl-)(L subit des fluctuations. Cela 

correspond aux variations observées lors des analyses de viabilité a d'expression des 



marqueurs de surfàce. Donc, on peut associer une diminution de l'expression de Bcl-& à la 

hausse de la sensibilité à la CHX Les fluctuations de l'expression concordent avec les 

fluctuations de comportement cellulaire qui ont été expliquées daos les paragraphes précéâents. 

L'activation des lymphocytes B via le CD40 nivonse l'expression de Bcl-XL. Chez les 

lymphocytes B en prolifération, c'est l'expression de Bcl-)4. qui serait responsable de la 

résistance à la CHX tel que précédemment dhontré  c h u  les myélomes (Gauthier' 1996). La 

transfection de bcl-XL dans les lymphocytes B cultivés sur un courte période de temps dans le 

système CD40L (9 jours et moins) pourrait permettre la suMe des cellules a favoriser la 

proWération à long terme. Aiisqye nous voulons prodMe des anticorps, iI niut que la 

différenciation ait lieu. Selon les résultats obtenus, la digerenciation survient au même moment 

où la synthèse de B&XL dimùiue. L'expression de bcl-XL dans les lymphocytes B devrait donc 

être contriilée ; ü y aurait expression du gène au aws de la proWéraUon et arrêt de 

l'expression lors de la différenciation- 

Nous avons par la suite étudié l'expression de Bag-1. Takayama et ai (Takayama, 

1997) avaient montré, par des analyses d'imrnunohistochirnie, que la protéine Bag-1 est absente 

des lymphocytes du sang pénphénque indépendamment qu'il s'agisse de lymphocytes B ou T. 

Nos résultats sont en accord pour ce qui est des ceiiuies fkaîchement isolées. Cependant, la 

mise en culture! dans le système CD40L permet l'augmentation de la synthèse de Bag-1. 

L'isoforme retrouvé est celui de 32-36 KDa, isoforme qui est associé aux organelles. Cette 

activation n'a jamais encore été rapportée dans la Iittéranire et pourrait être due à la présence 

de certaines interIeukines. Des résultats obtenus dam nos laboratoires concernant la sécrétion 

de cytokines par les lymphocytes B dans le système CD~OL* peuvent aider à expliquer ce 

phénomène (Sonia Néron, wrnmunication perso~elle). Il semble que le système de culture 

permette la sécrétion d'IL4 par les lymphocytes B. L'KA est COMU pour induire la 



diffientiation des lymphocytes B- Chez la lignée 11A3 (hybridome myélome-lymphocyte B 

murin) dépendante de l'lL-6, le retrait de cette cytokine f& diminuer le niveau d'expression de 

Bag-1 (Serge Côte, cornrnunication personnefle). De f&on hypothétique, on peut croire que 

l'IL-6 induirait L'expression de Bag-1 et que Bag-l pourrait supporter la suMe cellulaire au 

cours de la différenciation Bag-1 est constitué d'un domaine homologue à L'ubiquitine qui 

participe théoriquement à la liaison de Ba@ à Bcl-2 ou a d'autres protéines (Toniolo, 1988). 

À l'aide de ce domaine, il semble que Bag-1 peut chaperomer d'autres des protéines telles que 

Bcl-2 (ou d'autres protéines de la f'amille Bcl-2 dont Bcl-X) au protéasorne (Takayama, 1995). 

II est maintenaut bien connu que, dans certaines circonstances physiologiques, Papoptose est 

induite par l'activation de protéases (Yuan, 1993). De fiçon hypothétique, on pourrait noue  

que Bag-1 amène Bel* aux protéases en empêchant l'enclenchement de I'apoptose. 

Puisqu'on remarque une augmentation simubuée de la synthèse de Bag-1 et de Bcl-XL, on 

peut croire que ces deux protéines vont interagir ensemble pour i n h i i  L'apoptose chez les 

lymphocytes B en prolifération dans le système de culture CD40L. 

Suite à ces analyses, deux membres anti-apoptotiques retiennent notre attention. De fait, 

Bcl-XL et Bag-1 pourraient éventuellement être trarisfectés chez des lymphocytes B de façon à 

améliorer la prolifiraton et éviter I'apoptose détectée au 16"" jour et aux jours suivants. La 

traTlSféctions devraient donc être réaiïsées avant le 16- jour de culture de façon à ce que la 

différenciation ne soit pas encore encIenchée. De façon à clarifier l'importance de l'interaction 

entre Bag-1 et B ~ 1 - x ~  les gènes pourraient être traasfectés séparément a CO-transf'ectés. Tel 

que mentionné précédemment, l'expression de ces gènes devrait être contrôlée de façon à ce 

que leur présence n'empêche pas l'enclenchement du processus de différenciation lorsque le 

moment est venu de produire massivement des anticorps polyclonaux. 



Lors des analyses réalisées au cours de ce projet, les lymphocytes B ont été cultivés 

dans le système de cuiture CD40L et transférés dans le système anti-CD27. Ce système est 

constitué de cellules de fibroblaste murin exprimant le récepteur FcyRLVCDw32 (celiules 

16.2CG7) auxquelles de l'IL2, de l'ILI0 et un anticorps monoclonal dirigé contre le CD27, ont 

été ajoutés. Ce système a été éiaboré en tenant waipte de la premi&e version du système 

CD40L. C'est parce que le CD70, tout comme le CD40L7 est retrouvé sous forme de trimère 

(Tesselaar, 1997) que ce système a été utilisé. On tente de recréer l'effet trimérique. On 

remarque donc que la sécrétion d'anticorps par les lymphocytes B est augmentée d'un facteur 

d'au moins 2 dans le système anti-CD27. Nous suggérons l'utilisation d'un système de culture 

en deux phases. Une phase de prolifération pendant laquelle on s'attend à multiplier le nombre 

de cellules par un facteur variant entre 2 et 3,4 x ld. Donc, à partir d'un don de sang de 450 

ml qui peut générer au mininiun 9 x 10" cellules B, on peut escompter produire au minimum 

625 mg d'anticorps (calculs en annexe). On accorde une attention particulière au fait que la 

liaison du CD27 par un anticorps monoclonai favorise la sécrétion d'anticorps. Les conditions 

sunilaires (sans liaison du CD27 mais présence d'IL2 et d'IL-10) ne favorise qu'une h i l e  

sécrétion d'anticorps. La liaison du CD27 par un anticorps monoclonal ne semble pas 

améliorer la suMe des cellules en diffiérenciatioa Le clonage du ligand naturel du CD27, Ie 

CD70, pounait améliorer la formation de plasmocytes et par conséquent la sécrétion 

d'anticorps. 



Les analyses par électrophorèse de zone démontrent clairement que les anticorps 

produits dans les systèmes de culture CD4ûL et antï-CD27 sont polyclonau~ Les conditions 

de culture ne semblent pas biaiser pas la production d'anticorps vers un isotype particulier. II 

est impossible par ces analyses de diterminer quels isotypes sont produits. Remarquons que ces 

résultats mus r-gnent sur le fi& cp't ne s'agit donc pu de l'expansion extraord'i  d'une 

seule ou de quelques cellules B. D'ailleurs le fàit que les anticorps produits au cours de la 

culture soit polycloaaux et non mono- ou oligoclonaux appuie cette hypothèse. 



Les études réalisées au cours de ce projet ont permis la caractérisation du 

système de culture CD40L. On retient que le système de cuîture permet d'accroArtre 

considérablement une population de lymphocytes B isolés du sang de d o ~ e u r s  sains. Des 

analyses nous ont permis de wdïmer qu'une proportion de lymphocytes B entrent en 

différenciation bien que le système de culture ne soit théoriquement pas conçu pour favoriser 

l'enclenchement de ce processus. En effkt, on remarque que les cellules sécrètent des anticorps 

polyclonaux. Le comportement de ces cellules sécrétrices d'anticorps a été analysé par des 

études d'expression des marqueurs cellulaires de d a c e  et de sensï'bilité à l'apoptose 

particulièrement au niveau de l'expression des gènes qui contrôlent cette mort cellulaire 

programmée. Les observations recueillies révèlent que la sensibilité à l'apoptose augmente en 

cours de culture en concordance avec la diminution de I'expression des gènes bcl-Xt et bag-1. 

De la même Wn, les analyses d'expression des marqueurs de d a c e  laissent entrevoir une 

modification du phénotype des lymphocytes B vers une fome difiërenciée (CDZO-, CD38+) ; 

cela pourrait aussi expliquer l'augmentation de la sécrétion d'anticorps qui reste toutefois très 

limitée dans le système CD4OL. Tous ces phénomènes SuMement aux environs du 16~- jour 

de culture. Pour contrer la perte des cellules qui se différencient et qui vont rapidement mourir 

par apoptose, il serait envisageable de transfecter ces gènes chez les lymphocytes B. Nous 

avons également montré qu'il est possible d'augmenter la sécrétion d'anticorps polyclonaw par 

la liaison du marqueur CD27 présent sur les lymphocytes B. La liaison du CD27 était assurée 

par un antiwrps monclod ; on peut escompter améliorer la différenciation en mettant les 

lymphocytes B en présence du ligand natuml du CD27 qui pourrait être exprimé par des 

cellules de fibroblastes. Ainsii puisque le but ultime de ce projet est d'optimiser l'expansion des 

lymphocytes B pour ensuite maximiser la sécrétion d'anticorps, nous proposons l'utilisation 



d'une culture en deux phases. La première phase consiste en la prolifération massive des 

lymphocytes B par le biais du système de culture CD40L ; la seconde phase qui vise la sécrétion 

de grandes quantités d'anticorps, fi& appei à un second système de cuitun qui favorise la 

différenciation des lymphocytes B. 



EXEMPLE DE CALCUL DE L'EXPANSION MAXIMALE DES LYMPH-ES B DANS LE 

Nombre initial de ceIiuies : 1,2 x 106 ceiiuies 

Nombre fuial de ceildes :24O3,S X 1o6 cddes 

(Volume initiai de culture (réel) : 4,8 ml vs volume final de culture (extrapolé) : 36X 104 ml) 

Calcul de l'expansion maximale : Nombre final de cellules + Nombre initiai de cellules 

2403,5 x 106 cellules + 1,2 x 1 o6 cellules 

Expansion maximale = 2003 fois + 2 x 1 0 ~  fois 

Extrapolation : 

Une prise de sang de 10 ml contient -1 x 106 cellules B. Un don de sang normal a un volume 

de 450 ml soit 45 x 106 ceildes B. 

Compte tenu du facteur d'expansion maximaiet on peut compter générer : 

45 x 106 ceNules B x 2 x 1 o3 fois = 90 x 10' cellules B 



. EXEMPLE DE CALCUL DE LA S~CRÉTION MAXIMALE D'ANTICORPS PAR LES 

LYMPHOCYTES B DANS LE SYST&ME A N T I - C D ~ ~  : 

Après 6 jours dans le système anti-CD27, les lymphocytes B ont sécrété 8 6 8 ~  d'anticoqdml 

de surnageant- Donc : 

868qg d7anticorpsM de sumageant = x qg d'anticorpslpuits de 200@ de surnageant 

x = 174 qg d'anticorps /puits 

Chaque puits contient 25 000 cellules B. Donc chaque cellule produit : 

174 qg d'anticorps /puits = 174 qg d'anticorps /25 000 cellules = 6,94 pg d'anticorps /cellule 

Si on compte générer 90 x 106 cellules B à partir d'un don de sang de 450 ml, on peut 

compter produire : 

6,94 pg d'anticorps lceiiule = x pg d'anticorps 190 x 10' cellules B 

x = 626,4 mg + -625 mg 
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