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Morts cellulaires et
systeme immunitaire

La mise en place et le fonctionnement du systéme immunitaire
impliquent des processus de mort cellulaire dont les lymphocytes
T sont soit 'objet, soit I’agent. L’élimination des lymphocytes
T potentiellement nocifs, dotés de récepteurs capables de recon-
naitre des antigenes du soi, se fait par un mécanisme de suicide
induit de type « apoptose ». Certains des lymphocytes survivants,
une fois leur maturation achevée, vont étre capables de cytotoxi-
cité envers des cellules du méme organisme présentant a leur
surface des antigénes étrangers. Les mécanismes de ’apoptose et
de la cytotoxicité des cellules T sont encore mal connus; ils
pourraient étre élucidés grace a I’apport conjoint des techniques
de clonage moléculaire et de génétique somatique.

ans le systéme immu-
nitaire, comme par-
tout dans un indi-
vidu multicellulaire,
la mort cellulaire
n’est pas un phénoméne fortuit : elle
est programmée, sans doute autant
que multiplication et migration cel-
lulaires. Multiplication, migration
et mort constituent en fait les étapes
majeures d'un destin cellulaire. Ces
étapes sont toutes trois nécessaires au
développement normal de tissus,
organes, et finalement organismes.
Hors sénescence ou pathologie, la
mort cellulaire est donc bénéfique a
I'individu. Essentielle et positive, la
mort cellulaire en est d’autant plus,
toute réticence culturelle levée,
«dicible ». :
Cette mort cellulaire peut prendre
deux aspects en ce qui concerne le
systéme immunitaire : mort cellu-
laire dans le systéme immunitaire, et
il s’agit de lymphocytes qui meu-
rent; mort cellulaire par le systéme
immunitaire, et il s’agit alors de lym-
phocytes qui tuent. Nous allons
considérer successivement ces deux
aspects, différents par leurs circons-
tances de survenue, mais peut-étre

apparentés dans leur mécanisme et
dans leur finalité.

Mort cellulaire dans
le systeme immunitaire

Il s’agit d’'une mort cellulaire surve-
nant physiologiquement lors d'une
étape normale du développement du
systtme immunitaire. La finalité
semble en étre la réduction sélective
du répertoire (le répertoire étant I'en-
semble des récepteurs, capables de
reconnaitre des antigénes, présents a
la surface des lymphocytes). Un
excellent exemple en est fourni par
le thymus. Les lymphocytes péneé-
trent dans le thymus a I’état de cel-
lules précurseurs qui, a la suite d'une
efficace mais aveugle génération de
diversité, possédent des récepteurs
«réarrangés » au hasard, dirigés
contre n’importe quel antigéne, y
compris les antigénes du soi. Ce
résultat d’'une hyperproduction
incontrolée doit étre corrigé pour en
éliminer en particulier les lympho-
cytes dotés de récepteurs anti-soi.
L’élimination en question est effec-
tuée par une mort cellulaire égale-
ment trés importante quantitative-
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ment, mais, elle, sélective [1, 2]. Cette
sélection négative par mort cellu-
laire, entrainant une délétion clo-
nale, s'accompagne d’une sélection
positive que nous ne considérerons
pas ici. Le thymus, ainsi, «sélec-
tionne l'utile... et détruit le nuisi-
ble » [2]. Ne ressortent finalement du
thymus pour aller coloniser les
organes lymphoides secondaires
qu’un tout petit pourcentage des cel-
lules qui y sont entrées.

La mort cellulaire élimine donc,
dans le systéme immunitaire, parmi
tous les lymphocytes produits, ceux
qui portent des récepteurs inappro-
priés. Ce processus darwinien auquel
la mort cellulaire contribue se
retrouve ailleurs dans 1’organisme,
avec parfois des similitudes frap-
pantes (par exemple, selon certains
travaux récents [3], la mort cellulaire
éliminerait, dans le systéme nerveux,
parmi tous les neurones mis en
place, ceux qui ont établi des
connexions inappropriées — ou pas
de connexions du tout).

Quelques modéles expérimentaux
nous révélent certains des traits les
plus saillants de I'induction d’une
telle mort cellulaire développemen-
tale dans le systéme immunitaire.
Ainsi dans le laboratoire de John
Owen, a Birmingham, des thymo-
cytes de souris fcetales, cultivés in
vitro, ont été soumis a des anticorps
anti-CD3 (dirigés contre le complexe
récepteur pour l'antigéne de lym-
phocytes T). Un groupe témoin était
constitué de thymocytes incubés sans
anticorps. Au bout de 18 heures d’in-
cubation, alors que pratiquement
100 % des cellules du groupe témoin
survivaient, plus de la moitié des
cellules soumises aux anticorps anti-
CD3 étaient mortes [4], avec un
aspect morphologique caractéristi-
que (voir plus bas), mimant sans
doute ainsi in vitro le processus de
sélection par délétion clonale surve-
nant dans le thymus. Il est a noter
que la stimulation, par l'intermé-
diaire de son récepteur pour l'anti-
géne, d'un lymphocyte a un stade
plus tardif de maturation aboutit
non pas a sa mort mais a sa multi-
plication. Suivant le stade de déve-
loppement d’un lymphocyte, la
méme stimulation de son récepteur
de surface aboutit ainsi a des situa-
tions tres différentes.

Dans le laboratoire de J. Ashwell, au
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NIH, des hybridomes T antigéne-
spécifiques ont été soumis aux
mémes anticorps anti-CD3. Cette sti-
mulation entraine d’une part I'acti-
vation de ces cellules objectivée par
la production temporaire d’interleu-
kine, et d’autre part leur mort en
quelques heures [5].

Enfin, dans le laboratoire de Ian
MacLennan, a Birmingham, des
lymphocytes B provenant d’amyg-
dales humaines sont mis en culture
in vitro. Spontanément, 90 % de ces
cellules vont mourir au bout de
24 heures d’incubation, en présen-
tant un aspect caractéristique de
mort cellulaire développementale. Si
on ajoute a ces cellules, en début
d’incubation, des anticorps anti-
immunoglobulines de surface, ces
cellules survivent pratiquement
toutes (Liu et al., sous presse). Ici, la
stimulation du récepteur pour I'an-
tigéne sauve les lymphocytes d’une
mort programmeée. Cela n’est qu’en
apparence en contradiction avec les
expériences précédentes ; en effet, le
point commun est la relation entre
transduction d’un signal par le
récepteur spécifique pour ’antigéne
et mort cellulaire, induite ou blo-
quée.

Au total, ces expériences, parmi d’au-
tres, montrent que la stimulation du
récepteur pour 'antigéne peut : soit
induire une multiplication lympho-
cytaire, dans les lymphocytes mirs ;
soit induire une mort programmée,
dans les thymocytes immatures, ou
dans certains hybridomes T (pour ces
derniers, nous avons vu que la mort
cellulaire peut étre précédée de signes
d’activation cellulaire comme la pro-
duction d’interleukines; nous ver-
rons plus loin que la mort de thymo-
cytes s’accompagne d’étapes
biosynthétiques témoignant égale-
ment d’'une activation cellulaire);
soit prévenir une mort programmeée,
comme dans les lymphocytes B mis
en culture.

Nous avons largement utilisé, pour
qualifier la mort cellulaire dévelop-
pementale, le terme de mort pro-
grammée. Ce terme est cependant
ambigu, recouvrant deux notions
distinctes.

Tout d’abord il s’agit d'une mort
programmée dans l’organisme;
comme nous venons de le voir, elle
survient dans certains organes, a cer-
tains stades du développement, pour

certains types cellulaires. Cette surve-
nue programmeée a suggéré a Kerr et
al. pour ce phénoméme le nom
d’apoptose [6], par allusion a cette
mort programmée que constitue a
I’évidence la chute automnale des
feuilles d’'un arbre.

Mais également, il s’agit d’'une mort
programmée dans la cellule, avec
une cascade d’événements compre-
nant, aprés induction et transduction
du signal correspondant, une série
d’étapes intracellulaires. Ce déroule-
ment programmé comporte, sur le
plan morphologique([6, 7], une
condensation cytoplasmique,
comme s’i] y avait fuite d’eau vers
I'espace extracellulaire, avec de pro-
fondes invaginations donnant un
aspect de bullage de surface (figure I,
p. 548). Parallélement, il y a conden-
sation de 'ADN nucléaire sous forme
de masses visibles sous la membrane
nucléaire, a la périphérie du noyau.
Ces phénoménes s’accompagnent,
sur un plan moléculaire, d’'une frap-
pante dégradation de 'ADN, en frag-
ments de 180 a 200 paires de bases
correspondant sensiblement a la
taille d’'un nucléosome, suggérant
I'intervention précoce d’endonu-
cléases. La fragmentation de 'ADN
a été notée depuis déja 15-20 ans dans
des systémes expérimentaux trés
divers de mort cellulaire (voir[8-10]
et les références y incluses; et la
description trés récente et fascinante
d’'un anticorps monoclonal, recon-
naissant une structure de membrane
différente de celles connues jusqu’a
présent, et déclenchant ainsi la mort
cellulaire[11]); cependant, la plu-
part de ces études ont porté sur des
cellules lymphoides, tuées par irra-
diation [12-14] ou par incubation en
présence de glucocorticoides [15-17]
ou d’anticorps anti-CD3 [4, 5, 19].
Une phase ultérieure de ce processus
consiste en une fragmentation cellu-
laire massive, avec génération de
fragments cellulaires dont chacun
reste entouré de membrane cytoplas-
mique et contient du cytoplasme et
des fragments de noyaux. Ces frag-
ments cellulaires seront ensuite rapi-
dement phagocytés.

Fait intéressant, cette mort cellulaire
peut étre inhibée par des inhibiteurs
de synthése de macromolécules, par
exemple des inhibiteurs de synthése
d’ARN comme l'actinomycine D, ou
de synthése protéique comme la
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Figure 1. Mort cellulaire par apoptose d’une cellule d’'un parenchyme.
(D‘aprés JFR Kerr et al. Br J Cancer 1972 ; 26 : 239-57.)

cycloheximide[13, 14, 16, 17, 20]). La
cellule qui meurt doit donc synthé-
tiser certaines macromolécules pour
mourir, elle participe activement a sa
propre mort. C’est en ce sens qu’'on
a pu parler d’'un suicide. De plus,
comme nous l’avons vu, cette mort
cellulaire n’est pas fortuite, mais pro-
grammée, induite; c’est en ce sens
qu’on a pu parler de suicide induit.
Lors de cette mort, on peut distin-
guer encore d’autres événements
métaboliques ou anatomiques, que
nous ne détaillerons pas ici.

Au total, quatre notions particulié-
rement génératrices de questions,
voire d’expériences, se dégagent de ce
qui précéde.

® .a mort cellulaire développemen-
tale est programmée quant a sa sur-
venue et quant a son déroulement,
dans le systéme immunitaire comme
ailleurs dans l’organisme. Cepen-
dant, fait extrémement rare pour un
événement développemental, I'in-
ducteur en est ici connu : il s’agit de
I'antigéne, dont le récepteur trans-
duit cette induction.

® Au moins dans le systéme immu-
nitaire, la conséquence de la trans-
duction du signal inducteur est une

activation conduisant soit a la mort
soit a la multiplication cellulaire. I
n’y a donc pas ici de signal de mort
auquel toute cellule répondrait de
facon univoque. Le type de réponse
de la cellule pourrait étre fonction de
son stade de développement : ce ne
serait qu'a un stade précis de déve-
loppement de la cellule que pourrait
étre mis en route un programme
intracellulaire particulier, déclenché
par un signal de surface donné, et
aboutissant a la mort cellulaire.
Alternativement, le type de réponse
de la cellule pourrait étre fonction de
la réception simultanée d’un autre
signal, fourni ou non par I’environ-
nement ; ainsi, la mort de certains
hybridomes T- nécessite non seule-
ment qu’ils reconnaissent leur anti-
géne cellulaire, mais aussi qu'’ils
soient exposés a un facteur soluble
fabriqué par des cellules thymiques
stromales [21] ; de facon intéressante,
des signaux du méme ordre, recon-
naissance cellule/cellule et facteur
soluble, pourraient étre impliqués
lors d’un processus de mort cellulaire
programmeée chez I’embryon [22].

® Jors du déroulement de ce pro-
gramme de mort cellulaire se produi-
sent des événements morphologiques

m/s n° 8 vol. 5, octobre 89



ou métaboliques. Parmi ceux-ci, les-
quels sont des épiphénoménes et les-
quels sont des maillons d’une chaine
causale aboutissant a la mort ? Sur-
tout, parmi ces différents maillons,
ou est la premiére étape irréversible ?
L’identification de cette premiére
étape irréversible peut contribuer a
une définition de la mort, dont I’éla-
boration est un probléme ardu méme
a cette échelle cellulaire.

® (Cette cascade d’événements com-
prend en particulier une ou plu-
sieurs étapes de synthése de macro-
molécules. Certaines de ces
macromolécules sont nécessaires a la
mort de la cellule qui les produit. 11
sera évidemment fascinant de
connaitre la nature de ces molécules,
que plusieurs équipes tentent actuel-
lement d’isoler et d’identifier par clo-
nage.

Mort cellulaire par
le systeme immunitaire

Il s'agit d’'une mort cellulaire fonc-
tionnelle : le fait de tuer d’autres
cellules constitue en effet I'une des
fonctions du systtme immunitaire.
Pour exercer cette fonction, le sys-
téme immunitaire est richement
pourvu en différents types de cellules
tueuses, reconnaissant leurs cibles
par différents récepteurs de surface :
lymphocytes T (avec leurs récepteurs
spécifiques pour l’antigéne), cel-
lules K (avec des récepteurs pour des
anticorps, eux-mémes reconnaissant
les cibles), cellules natural killer ou
NK et cellules natural cytotoxic ou
NC (ne nécessitant pas d'immunisa-
tion délibérée, lysant surtout des cel-
lules tumorales, avec une spécificité
encore mal définie), cellules LLAK
(lymphocytes activés par des lym-
phokines), macrophages plus ou
moins activés, polynucléaires... Nous
ne considérerons pas en détail ces
différents types cellulaires ; I'essentiel
de ce qui suit portera sur les lympho-
cytes T cytotoxiques.

La finalité de la lyse par les lympho-
cytes ou cellules T cytotoxiques est la
mort de cellules présentant des molé-
cules du « non-soi ». Non-soi dans ce
cas peut étre par exemple un virus ou
un autre micro-organisme. Hébergé
dans une cellule, le micro-organisme
est hors d’atteinte du systéme immu-
nitaire, sauf précisément des cellules

m/s n° 8 vol. 5, octobre 89

cytotoxiques : la destruction de la
cellule hoéte détruit le micro-orga-
nisme, ou ’expose a d’autres agents
effecteurs. L’intervention des cel-
lules T cytotoxiques dans la lutte
antivirale pourrait inclure la destruc-
tion du virus dans les cellules cibles
par fragmentation de 'ADN viral
Celle-ci pourrait se produire, soit de
facon contemporaine a la fragmenta-
tion de 'ADN des cellules cibles (voir
plus bas; [23]), soit, par hypothése,
sans méme qu’il y ait lyse des cellules
cibles [24].

Le mécanisme de la cytotoxicité par
cellules T est étudié de facon trés
analytique, trés réductionniste, dans
des systémes modéles in vitro.

Trés schématiquement, ce méca-
nisme se décompose en trois phases :
tout d’abord une phase de reconnais-
sance, correspondant a I’engagement
de récepteurs et de ligands a la sur-
face respectivement de cellules
tueuses et cellules cibles ; ensuite une
phase dite de « coup mortel » corres-
pondant a une lésion irréversible
infligée par la cellule tueuse a la
cellule cible; enfin une phase de
désintégration de la cible, survenant
méme si la tueuse a quitté la cible.
La rapidité de ces phénoménes est
trés remarquable; en particulier
phase de reconnaissance et phase de
coup mortel se produisent en quel-
ques minutes voire quelques
secondes ; en revanche, la phase de
désintégration de la cible peut durer
plus longtemps, quelques minutes a
quelques heures.

Nous ne décrirons pas en détail les
aspects morphologiques de la lyse,
qui ont été résumés récemment (voir
en particulier [25]). Nous discuterons
les principales hypothéses concer-
nant le mécanisme moléculaire de la
cytolyse, en particulier a I’étape de
coup mortel, et notre approche expé-
rimentale de ce mécanisme.

Deux hypotheéses principales sont
actuellement a la mode. La premieére
fait intervenir une exocytose granu-
laire. En effet, le contact a la phase
de reconnaissance entre tueuse et
cible déclenche dans certaines condi-
tions l’exocytose, a l'interface entre
cellules tueuses et cellules cibles, de
granules particuliers contenus dans
la cellule tueuse. Les granules libé-
rent alors leur contenu en regard de
la membrane de la cellule cible. Ce
contenu comprend en particulier des

molécules de perforine, structure
récemment clonée [26-29], homolo-
gue de la molécule C9 de la cascade
du complément. La perforine est
capable de former canal en se poly-
mérisant dans la membrane cellu-
laire. De tels canaux se formeraient
dans la membrane de la cellule cible,
entrainant la mort de celle-ci par
déséquilibre osmotique (figure 2,
p. 551).

Malgré le caractére séduisant de cette
hypothése, de nombreuses objections
peuvent lui étre opposées, comme
I’existence de cellules tueuses
dépourvues d’activité perforine
détectable (Quoique exprimant appa-
remment les transcrits correspon-
dants, C. Nagler-Anderson et al.,
sous presse) ou capables de lyser des
cibles en I’absence de Ca** extracel-
lulaire, alors que I’action de la per-
forine est strictement dépendante du
calcium; ces objections ont été
récemment rappelées [25]. Par ail-
leurs, des molécules solubles autres
que la perforine ont été proposées
comme susceptibles de jouer un réle
dans la lyse, en particulier des molé-
cules elles-mémes dotées de proprié-
tés lytiques comme le tumor necrostis
factor ou TNFa, la lymphotoxine ou
TNFB (quoique ces molécules ne
rendent certainement pas compte de
I'ensemble de la cytotoxicité T [30])
et une molécule apparentée aux
TNF appelée leukalexine. Des argu-
ments en faveur d’'un mécanisme
membranaire de la cytolyse ont été
également avancés[31]). Signalons,
dans ce contexte, les démonstrations
récentes de formes de TNFa pré-
sentes a3 la membrane de cellules
tueuses [32-35] qui peuvent étre
impliquées dans la variété particu-
liére de cytotoxicité a médiation cel-
lulaire appelée cytotoxicité NC.

La deuxiéme hypothése majeure
quant au mécanisme possible de la
cytotoxicité a médiation cellulaire T
trouve son origine dans l'intéressante
observation suivante. Des cellules
cibles lysées par des cellules tueuses
meurent morphologiquement
comme des cellules en mort dévelop-
pementale, pour autant qu’on puisse
en juger par les images de conden-
sation et de fragmentation obtenues
en microscopie électronique [36, 37],
et par l'existence d’une fragmenta-
tion de 'ADN [38, 39]. Cela conduit

a penser que la cellule tueuse m—
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déclenche dans la cellule cible une
cascade d’événements, trés compara-
ble a celle qui est observée lors d’'une
mort développementale, aboutissant
a la lyse de cette cellule cible [36, 38].
Cependant, si la lyse de la cellule
cible dans ces conditions posséde les
caractéres morphologiques d’une
mort développementale, elle n’en
posséde pas tous les caractéres; en
particulier, cette lyse n’est pas inhi-
bée par des inhibiteurs de biosyn-
thése de macromolécules [39, 40]. En
réponse a cette discordance, une
hypothése unificatrice a été proposée
par Kerr et al.[41]: les macromolé-
cules qui sont normalement fabri-
quées par la cellule qui meurt pour
contribuer a sa propre lyse seraient,
la, fabriquées par la cellule tueuse
(figure 3, p.552); la cellule tueuse
mettrait la cellule cible en présence
de ces molécules, permettant ainsi la
continuation a 'intérieur de la cible
de la cascade d’événements aboutis-
sant a sa mort. Les lymphocytes T
cytotoxiques auraient ainsi détourné
a leur profit une étape du processus
de suicide programmé, pour en faire
un instrument de lyse. Cette hypo-
thése, aussi séduisante soit-elle, n’est
pas démontrée ; et elle aurait a rendre
compte de la lyse, ou de I’absence de
lyse, des cellules tueuses elles-mémes.
D’autre part, nous avons discuté jus-
qu’a présent de la nature du méca-
nisme de lyse comme si ce méca-
nisme était unique. En fait, la
multiplicité des molécules déja
connues et capables de propriétés
lytiques, et un certain nombre de
caractéristiques fonctionnelles, sug-
gérent que plusieurs mécanismes de
lyse pourraient coexister,. dans des
cellules cytotoxiques différentes voire
dans la méme cellule cytotoxique.
Un argument expérimental direct en
faveur de cette derniére possibilité est
fourni par le travail de Lancki et
al.[42]. Ces auteurs ont utilisé un
clone de lymphocytes T capable de
trois effets : (1) la lyse des cibles cel-
lulaires nucléées spécifiques ; (2) la
lyse de globules rouges recouverts
d’anticorps anti-CD3 ; et (3) la libé-
ration dans le milieu extracellulaire
de sérine-estérases (reflétant 1'exocy-
tose du contenu granulaire) lors de
chacun de ces deux types de lyse. Fait
intéressant, - I’addition de ciclospo-
rine A inhibe la lyse des globules
rouges et la libération d’estérase,

mais n’inhibe pas la lyse de cellules
cibles nucléées. Ces résultats sugge-
rent, en conformité avec des résultats
antérieurs, que la ciclosporine A est
capable d’inhiber en particulier la
sécrétion par exocytose a partir de
lymphocytes. Surtout, ces résultats
suggérent que deux mécanismes de
lyse coexistent dans le clone consi-
déré, une lyse de globules rouges,
sensible a la ciclosporine A, corrélée
avec un phénomeéne d’exocytose (et
peut-étre liée a la libération de per-
forine) ; et une lyse de cellules cibles
nucléées, insensible a la ciclospo-
rine A, qui ne semble pas nécessiter
d’exocytose (donc semblant refléter
I’existence d’'un autre mécanisme
indépendant de I'’exocytose et de la
perforine).

Il est intéressant de noter au passage
que la ciclosporine A inhibe la mort
de thymocytes[19] et d’hybri-
domes T [43] stimulés par 1'intermé-
diaire de leur récepteur pour 'anti-
géne, mais n’inhiberait pas la mort
cellulaire induite par d’autres agents
(J.J- Cohen et al., résultats non
publiés). De méme, la ciclosporine A
ne serait capable d’inhiber, parmi les
différents modes de cytolyse par cel-
lules T, que ceux qui dépendent du
Ca*t[44]. Un point d'impact de la
ciclosporine A pourrait ainsi étre
une étape Ca**-dépendante de I'acti-
vation consécutive a une stimulation
du récepteur des cellules T ; cette
étape serait elle-méme située en
amont d’événements tueurs dans un
lymphocyte T cytotoxique, ou d’évé-
nements de lyse dans un lympho-
cyte T qui meurt.

Au total, nous nous trouvons
confrontés a plusieurs mécanismes
possibles pour la cytotoxicité par
lymphocytes T, et a plusieurs molé-
cules candidates a jouer un réle dans
ces mécanismes. Rien ne prouve
actuellement que certaines de ces
molécules rendent compte de cer-
tains de ces mécanismes, ni d’ailleurs
qu’interviennent du tout les méca-
nismes évoqués ci-dessus. Cette situa-
tion nous a conduits a utiliser, pour
tenter d’identifier des molécules
impliquées dans la cytotoxicité, des
approches ouvertes, aussi indépen-
dantes que possible d’idées précon-
cues quant au mécanisme en jeu.
Une premiére approche fait appel a
une méthodologie de biologie molé-
culaire. Elle repose sur le postulat
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Figure 2. Modéle de type «exocytose granulaire/perforine » pour la lyse d’'une cellule cible par une cellule
tueuse. La cellule tueuse interagit avec sa cible (1), ce qui provoque (par l'intermédiaire, le cas échéant, du récepteur pour
I'antigene et du complexe CD3) une « activation » marquée par une augmentation du Ca** cytosolique, une exocytose (2,
3) et la libération de la perforine contenue dans les granules de sécrétion (4). En présence de Ca**, la perforine crée des
pores dans la membrane plasmique de la cible (5, 6, 7, 8) qui, probablement a la suite de mouvements d’eau et de sels,

meurt. (D'apres Young JD et Cohn ZA. Scientific American 1988, 258 : 28).

que des molécules impliquées dans
une fonction peuvent étre exprimées
préférentiellement dans des cellules
exercant cette fonction. Nous avons
ainsi essayé d’identifier des molé-
cules exprimées seulement dans des
cellules T cytotoxiques et non dans
d’autres cellules (glissant ainsi d’'un
probléme fonctionnel a un probléme
de différenciation ; et nous imposant,
si des molécules exprimées préféren-
tiellement dans des cellules T cyto-
toxiques sont trouvées, le trajet de
retour vers la recherche de leur impli-
cation fonctionnelle). En pratique,
cette approche implique la prépara-
tion par hybridation soustractive
d’ADNc représentant les ARN mes-
sagers présents dans des cellules T
cytotoxiques, diminués de ceux qui
sont également présents dans des
lymphocytes B, puis le clonage de cet
ADNCc soustrait. La banque sous-
traite «Tc-B» ainsi obtenue a
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ensuite été soumise a un criblage
différentiel avec de ’ADNc radiomar-
qué provenant de cellules T cytotoxi-
ques ou avec des ADNc radiomar-
qués provenant d’autres cellules, a la
recherche de clones positifs avec le
premier et négatifs avec les
seconds [45].

Nous avons ainsi isolé quatre molé-
cules correspondant a de tels clones
d’ADNc, que nous avons appelées
CTLA-1, CTLA-2, CTLA-3 et
CTLA-4. Des clones d’ADNCc pleine
taille ont été obtenus pour chacune
de ces quatre molécules. Leur
séquence a été établie, les génes cor-
respondants ont été obtenus, et leur
localisation chromosomique a été
déterminée chez la souris et aussi
dans certains cas chez 'homme.
CTLA-1 et CTLA-3 sont des sérine-
estérases particuliéres exprimées
essentiellement dans des cellules T
activées [46], mises en évidence égale-

ment dans d’autres laboratoires a la
méme période et en utilisant la
méme approche[47, 48]; (voir
aussi [49]), ce qui refléte I’abondance
des transcrits correspondants dans
ces cellules. Le r6le de ces sérine-
estérases est actuellement discuté, et
I’hypothése populaire de leur inter-
vention dans une cascade homolo-
gue a la cascade du complément reste
a démontrer.

CTLA-4 se trouve étre un nouveau
membre de la superfamille des
immunoglobulines, plus précisé-
ment un membre de la sous-famille
de domaines V isolés (comme par
exemple Thy 1, CD8, CD28). A I'in-
térieur de cette sous-famille, CTLA-
4 est particulier par son expression
inductible lors de I'activation lym-
phocytaire [50]. Par analogie avec
d’autres membres de cette superfa-
mille, CTLA-4 est peut-étre impli-

qué dans un réle d’adhésion et/ou —
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Mort cell

laire "développeme

Kerr et al, 1972 [6]

ntale"”

inducteur—p( A—»>B—»C—» D—> lyse

Russel 1983 [38]

Kerr et al, 1987 [41]

A—> B—> C—> D—> lyse

Figure 3. Modéles de mort cellulaire de type apoptose, au cours du
développement et aprés attaque par une cellule tueuse. Les modéles de
Kerr et al. (1972) et de Russel (1983) supposent qu’un inducteur déclenche la
réalisation d’'un programme en cascade aboutissant a la mort cellulaire. Le modéle
de Kerr et al. (1987) propose que la cellule tueuse pourrait contribuer elle-méme
a3 la cascade en en réalisant les premiéres étapes; les étapes suivantes, qui, aprés
transfert de produits intermédiaires, seront poursuivies dans la cellule cible.

d’activation lymphocytaire. La pro-
babilité de son importance fonction-
nelle est renforcée par les données de

_ séquence concernant non seulement

CTLA-4 de souris mais également
CTLA-4 humain [51]. D’une part,
CTLA-4 présente une forte homolo-
gie avec la molécule d’activation
CD28. D’autre part, les séquences
protéiques des segments cytoplasmi-
ques de CTLA-4 humain et murin
sont identiques, alors qu’il existe de
petites différences entre les séquences
nucléiques correspondantes. Cette
derniére observation montre que la
pression en faveur de la conservation
interspécifique de ce segment cyto-
plasmique s’exerce au niveau protéi-
que, bon argument pour son impor-
tance fonctionnelle.

CTLA-2 est un homologue de pro-
région de cystéine-protéase, exprimé
lors de l’activation lymphocy-
taire [52]. CTLA-2 semble correspon-
dre en fait 3 un module génétique-
ment autonome de pro-région
enzymatique. Cette observation peut

avoir un intérét marqué en particu-
lier en phylogenése moléculaire.

Il est tentant, une fois ces molécules
isolées, de les étudier pour elles-
mémes indépendamment de la ques-
tion initialement posée. Revenons-y
néanmoins : ces molécules ont-elles
un role, et lequel, dans des fonctions
cellulaires T ? Pour répondre a cette
question, il nous faut disposer d'une
prise sur les protéines correspon-
dantes (étendant ainsi une approche
expérimentale jusqu’alors limitée
aux ARN et aux ADNc correspon-
dants). Ceci implique en pratique
I’obtention de peptides synthétiques
ou de protéines de fusion a partir des
ADN, et I'utilisation de ces peptides
ou de ces constructions pour 1'im-
munisation d’animaux. Les anti-
corps anti-CTLA obtenus seront uti-
lisés pour tenter d’activer ou
d’inhiber des fonctions lymphocy-
taires T. Ce travail est actuellement
en cours.

Une autre approche dans le labora-
toire fait appel a des techniques de
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génétique somatique cellulaire.
Nous sommes partis d’'un hybridome
cytotoxique, appelé PC60, développé
par Markus Nabholz et al. a Lau-
sanne [53). Cet hybridome est inter-
spécifique, résultant de la fusion
d’une cellule tumorale de rat et d’'une
cellule lymphoide cytotoxique de
souris. Probablement du fait de cette
interspécificité, cet hybridome est
instable en culture, tendant a perdre
sa cytotoxicité au bout de quelques
semaines de culture in vitro. Nous
avons tenté de prendre avantage de
cette instabilité, de la facon suivante.
Des cellules PC60 ont été mises en
culture, et suivies quant a I’évolution
de leur cytotoxicité. Au bout de quel-
ques semaines, quand cette cytotoxi-
cité diminue, les cellules sont clo-
nées; parmi les différents clones
obtenus, un clone cytotoxique est
sélectionné et remis en culture pour
un nouveau cycle. Quand la cyto-
toxicité de ce clone chute, il est lui-
méme cloné, et de nouveau parmi les
différents clones obtenus un clone
cytotoxique est sélectionné. Plus
d’une douzaine de tels sous-clonages
en série ont été pratiqués sur une
période totale de culture qui dépasse
maintenant trois ans. Le but en est
d’essayer d’émonder la cellule cyto-
toxique PC60 de structures non per-
tinentes a la lyse ou a la pousse. La
réalité de la survenue d’'un émondage
a pu étre démontrée, en collabora-
tion avec Marie-Geneviéve Mattéi a
Marseille, sur la perte d’au moins
une vingtaine de chromosomes
depuis la mise en culture de cet
hybridome, avec conservation de la
fonction cytotoxique. Un émondage
a pu étre démontré également au
niveau des transcrits, avec la perte en
particulier des transcrits correspon-
dant a la sérine-estérase CTLA-I.
Cette perte dans une cellule qui reste
cytotoxique permet d’exclure un role
pour cette sérine-estérase dans le type
de cytotoxicité exercé par cette cellule
(Luciani et al., en préparation).

Ce systéme fonctionne donc en
exclusion, permettant d’affirmer
pour une molécule donnée sa non-
implication fonctionnelle, dans le
cadre expérimental indiqué. Nous
essayons actuellement d’obtenir des
variants cytotoxiques négatifs de ces
cellules, complémentables, ce qui
nous permettrait de transformer cette
approche dexclusion en approche
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d’affirmation d’implication fonc-
tionnelle de certaines molécules.

| conclusion

Nous avons évoqué ici, d’'une part,
les morts cellulaires développemen-
tales dans le systéme immunitaire et,
d’autre part, les morts cellulaires
induites par le systéme immunitaire.
Ces deux catégories de mort cellu-
laire présentent au moins sur le plan
morphologique un certain nombre
de points communs, donnant ainsi
lieu a une hypothése unificatrice,
quoiqu’il soit trés possible que des
ressemblances morphologiques
soient sous-tendues par des diffé-
rences mécanistiques. Ces derniéres
pourraient étre révélées par une étude
simultanée, comparative, de ces deux
catégories de mort cellulaire.

Ces deux types de mort cellulaire ont
par ailleurs des rapports de finalité
complexes, organisés en succession
ou en paralléle. En succession, si on
met l'accent sur les finalités assez
voisines de ces deux catégories de
mort cellulaire dans le cadre du sys-
téme immunitaire : la mort cellulaire
développementale vise trés schémati-
quement a sélectionner des lympho-
cytes capables de reconnaitre le non-
sol ; ces lymphocytes sont dotés d’'un
mécanisme cytotoxique leur permet-
tant de détruire les cellules présen-
tant le non-soi, qu’ils ont été sélec-
tionnés a reconnaitre. En paralléle, si
on veut bien prendre en considéra-
tion le fait que, a la fois, cellules
tueuses et mort développementale
sont des instruments d’une lyse cel-
lulaire finalisée a 1’échelle de I'indi-
vidu, pour le bien de cet individu W
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Summary

Cell death and the immune
system

Cell death occurs in the immune
system, as part of its normal deve-
lopment, through a process of eli-
mination of lymphocytes bearing
inappropriate receptors. This cell
death is programmed, both as to
its occurrence in space and time
within the immune system, and
as to its course within each cell,
leading to the notions of apopto-
sis and of induced suicide, respec-
tively. Cell death also occurs via
the immune system, especially
through the action of cytotoxic
lymphocytes. The mechanism of
cytotoxicity by the latter is still
not known ; several hypotheses
have been raised, some of which
take into account a degree of mor-
phological similarity with the
developmental cell death alluded
to above. To identify molecules
involved in cell-mediated cyto-
toxicity, in particular a molecular
biology approach involving the
differential screening of a subtrac-
ted cDNA library and a somatic
cell genetic approach are being
used.

FLASH
PRIX NOBEL DE CHIMIE
1989 : S. ALTMAN ET T. CECH,
RIBOZYMES ET ACTION
CATALYTIQUE DE LARN. m/s
a déja abondamment commenté
la notion fondamentale que
I’ARN pouvait étre a la fois une
molécule informative et un cata-
lyseur biologique appelé ribo-
zyme. Le Prix Nobel de Chimie
1989 vient de récompenser
deux chercheurs ayant abouti a
ce concept, I'un en travaillant sur
une ribonucléase dE. coli, et
I'autre sur un protozoaire cilié,
Tetrahymena thermophilia (m/s
n°2,vol. 1, p. 107 ; n°5, vol. 2,

p. 280 ; n° 8, vol. 4, p. 522).

P. Golstein.
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