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Peut-on rétablir Ia tolerance
au soi dans les maladies
auto-immunes ?

Dans les pays industrialisés, les maladies auto-immunes (po-
lyarthrite rhumatoide, lupus érythémateux disséminé, sclé-
rose en plaques, diabéte juvénile) occupent le troisieme
rang apres les maladies cardiovasculaires et le cancer. On
comprend donc que leur diagnostic précoce et leur traite-
ment demeurent des enjeux d’envergure. Au cours des der-
niéres années, de nouvelles stratégies d’immunothérapie
des maladies auto-immunes ont été proposées, dont le but
est de restaurer de maniére spécifique et durable la tolé-
rance vis-a-vis du ou des autoantigene(s) pathogene(s). L’au-
toantigéne pathogeéne, qui serait I'outil thérapeutique de
choix, demeure tres mal caractérisé dans la grande majorité
des maladies auto-immunes humaines et ne peut donc étre
administre. L’utilisation transitoire de certains anticorps
monoclonaux antilymphocytes, et plus particulierement des
anticorps anti-CD3, testée dans un modéle expérimental
murin de diabéte insulinodépendant, a permis d’in-
duire une rémission totale et durable de latteinte auto-im-
mune ; une voie thérapeutique nouvelle semble ainsi ouverte.

e systéme immunitaire de
tout individu est physiologi-

trouve, heureusement, que le déve-
loppement de ces cellules B et T au-

quement tolérant au soi. En

d’autres termes, il ne déve-

loppe pas de réaction auto-
immune susceptible d’induire des
manifestations cliniques. 1l existe,
néanmoins, chez tout individu sain
des lymphocytes autoréactifs recon-
naissant les autoantigenes: les lym-
phocytes B porteurs de récepteurs
immunoglobuliniques et/ou les lym-
phocytes T qui reconnaissent des an-
tigénes peptidiques présentés par les
molécules du complexe majeur d’his-
tocompatibilit¢ (CMH) [1]. Il se

toréactives, potentiellement patho-
génes, est controlé par tout un
réseau d’interactions cellulaires et
moléculaires. Peut-étre aussi les lym-
phocytes B et les lymphocytes T auto-
réactifs présents chez I'individu sain
ou «naturels» ne sontils pas por-
teurs de récepteurs pouvant donner
lieu a une réaction pathogéne en rai-
son d’une spécificité ou d’une affini-
té inadaptée. Seuls certains clones ex-
primant des récepteurs de forte
affinité, tels qu’il en apparait dans les
processus auto-immuns

pathologi- —
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ques, pourraient étre capables d’in-
duire des lésions d’organe source de
manifestations cliniques. Il s’agit la
d’une question fondamentale, mal-
heureusement non encore résolue,
puisque, a quelques exceptions pres,
on ne sait pas vraiment distinguer un
lymphocyte autoréactif pathogéne
d’un lymphocyte autoréactif qui ne
I'est pas.

Par ailleurs, il existe probablement
une tolérance beaucoup plus absolue
vis-a-vis de certains autoantigenes, se-
condaire a la sélection dite négative
des lymphocytes T spécifiques dans le
thymus. On sait, en effet, que I'ex-
pansion des cellules autoréactives re-
connaissant dans le thymus les molé-
cules du CMH, éventuellement
associées a des peptides du soi, est
souvent suivie de leur élimination
par apoptose [2]. Cette sélection né-
gative par apoptose concerne plus
particulierement les lymphocytes qui
reconnaissent les antigenes du soi ex-
primés dans le thymus (ainsi que cer-
tains rétrovirus, qui entrainent une
délétion sélective des lymphocytes T
porteurs de certains fragments VB du
récepteur des cellules T). La nature
des autoantigénes qui donnent lieu a
une telle sélection négative demeure
mal définie. Sans doute incluent-ils
certaines molécules fortement repré-
sentées dans l'organisme, notam-
ment les molécules ubiquitaires,
telles que les protéines du cytosque-
lette ou certaines protéines sériques
présentes a forte concentration, com-
me I’albumine.

Tel qu'il fut initialement défini dans
les années 1960, le concept de tolé-
rance concerne exclusivement les
états de «non réponse » ou «paraly-
sie » immunitaire, observés a la place
de I'immunisation habituelle, lors
de I'administration d’un antigéne
selon des protocoles particuliers. Un
des exemples les plus classiques est
la tolérance aux gammaglobulines
humaines observée, chez la souris
adulte, aprés injection intraveineuse
de gammaglobulines débarrassées
de tout agrégat. Non seulement les
souris ne produisent pas d’anticorps
dirigés contre les gammaglobulines
humaines désagrégées, mais elles de-
viennent réfractaires a toute immu-
nisation par cet antigéne, méme
lorsque les immunoglobulines sont
inoculées en présence d’adjuvant
complet de Freund, c’est-a-dire dans

des conditions ou, normalement,
elles donnent lieu a une tres forte
immunisation [3]. De facon sem-
blable, on avait, a la suite des tra-
vaux de Medawar [4], défini la tolé-
rance  d’allogreffe  autour de
I'observation trés remarquable, et
inattendue, que l'injection a des
souris nouveau-nées de cellules splé-
niques  allogéniques (provenant
d’'une souche au CMH incompa-
tible), non seulement n’entraine pas
de réponse immunitaire vis-a-vis des
antigenes portés par les cellules splé-
niques, mais induit, au contraire,
une paralysie immunitaire durable
et spécifique des alloantigénes «to-
lérogeénes ». Ainsi, ces souris deve-
nues adultes ne rejettent pas les
greffes de peau provenant de la
méme souche que celle ayant fourni
les cellules spléniques injectées a la
naissance, alors qu’elles rejettent
normalement les allogreffes d’une
tierce partie [4].

On avait d’abord pensé, a I'instar de
ce qui était observé et bien démontré
pour les lymphocytes B, que ces phé-
nomeénes de tolérance, qui impli-
quent tres largement les cellules T,
étaient dus a la disparition, ou délé-
tion, des cellules T spécifiques des
antigeénes tolérogenes. Cette concep-
tion de la tolérance a progressive-
ment évolué. On s’est d’abord aper-
cu que, dans bien des cas, les cellules
reconnaissant I'antigéne tolérogéne
ne disparaissaient pas mais étaient
devenues «anergiques», c’est-a-dire
incapables d’une réponse immunitai-
re efficace vis-a-vis de I'antigéne,
alors qu’elles demeurent sensibles a
une stimulation polyclonale [3]. Et
puis, surtout, plus récemment, on a
réalisé que, dans un grand nombre
de cas, y compris dans les modeéles de
tolérance néonatale, la paralysie im-
munitaire est en fait un phénomene
actif, lié a I'apparition de cellules T
régulatrices qui bloquent la différen-
ciation des cellules T effectrices ou
leurs effets biologiques [3].
Désormais, il faut donc envisager une
définition plus large de la tolérance
immunitaire, sans préjuger des méca-
nismes en cause, qui incluent les phé-
nomenes d’'immunorégulation. De fa-
con pratique, on peut définir la
tolérance comme I’absence des mani-
festations biologiques de la réaction
immunitaire induite par un antigéne,
en dehors d’une immunosuppression
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généralisée. Celleci peut, néanmoins,
étre nécessaire pour induire la tolé-
rance, qu'il s'agisse d’immaturité im-
munitaire du nouveau-né ou d’admi-
nistration transitoire, chez le sujet
adulte, de produits immunosuppres-
seurs. Il est important d’insister sur le
fait que, chez I'adulte, I'état de tolé-
rance persiste longtemps aprés la fin
des traitements immunosuppresseurs
qui ont permis son induction.

Dans le cas qui nous intéresse ici, il
s’agira donc de rétablir la tolérance
au sol, défaillante dans les maladies
auto-immunes, sans chercher néces-
sairement a supprimer toute réponse
immunitaire vis-avis du soi, qu’'elle
implique les lymphocytes B ou les
lymphocytes T.

Induction de tolérance
vis-a-vis des antigenes
extrinseques

De trés nombreuses études ont été
consacrées depuis cinquante ans a la
recherche de méthodes permettant
d’induire la tolérance. Une des mé-
thodes les plus efficaces reste le re-
cours au modéle du nouveau-né [4].
On peut induire une tolérance vis-a-
vis de divers antigenes, chez 1’animal
nouveau-né dont le systéeme immuni-
taire n’est que tres partiellement for-
mé. Il faut pour cela intervenir dans
les premiers jours de la vie chez la
souris. La question s’est posée un
moment de savoir si la technique
pourrait étre extrapolable a I’homme
dansles premiers jours de la vie. Rien
n'est moins sir car il s’avere que
dans des especes autres que la souris,
notamment chez le mouton, le mo-
ment limite d’administration de I'an-
tigéne pour induire une tolérance
peut précéder la naissance. Il est bien
sur difficile de se prononcer pour ce
qui concerne I'espéce humaine. On
voit mal, du point de vue thérapeu-
tique, comment avoir recours a cette
stratégie chez des enfants nouveau-
nés, avec peut-étre I'exception de
certaines greffes d’organes chez des
enfants présentant de trés graves mal-
formations viscérales, notamment
cardiaques ou hépatiques.

De facon générale, I’administration a
forte dose, par voie intraveineuse, de
molécules solubles est peu immuno-
génique et induit volontiers la tolé-
rance, comme nous l’avons vu dans
I'exemple des gammaglobulines hu-
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maines désagrégées chez la souris
[3]. Une des explications serait que,
au moins pour les lymphocytes B,
lorsqu'un antigéne leur est présenté
a forte concentration, au lieu de se
différencier en cellules produisant
des anticorps, ce lymphocyte devient
anergique.

On peut aussi introduire I'antigéne
tolérogéne dans un site privilégié
comme le thymus pour faciliter la sé-
lection négative [5, 6]. Cette méthode
a été appliquée avec succeés pour des
allogreffes d’ilots de Langerhans [5].
On peut enfin, et cela est apparem-
ment la méthode la plus a notre por-
tée en thérapeutique humaine, avoir
recours a I'administration combinée
de I'antigéne et d’immunosuppres-
seurs puissants, donnés pendant une
courte période. C’est ainsi que l'on
peut induire une tolérance chez les
animaux auxquels on injecte des cel-
lules allogéniques provenant, par
exemple, de la moelle osseuse, en as-
sociation avec un traitement par sé-
rum antilymphocyte ou une irradia-
tion lymphoide totale [7-12]. De
facon intéressante et un peu inatten-
due, il semble que l'adjonction si-
multanée d’un traitement par anti-
corps antilymphocytes monoclonaux
et d’'une greffe de peau ou mieux
d’organe, notamment de cceur, facili-
te I'induction de tolérance spécifique
d’alloantigénes [13-21]. Les méca-
nismes de cette tolérance induite
sous couvert d'immunosuppresseurs,
en particulier les anticorps monoclo-
naux (anti-CD3, anti-CD4), ne sem-
blent faire intervenir ni délétion, ni
anergie, mais plutot une tolérance
active, telle qu’elle a été décrite pré-
cédemment.

Une autre méthode consiste a admi-
nistrer I'antigene per os [22]. Clest
une observation bien connue depuis
toujours que I'administration d’anti-
genes dans I'alimentation induit trés
rarement une immunisation. Il exis-
te, certes, des allergies digestives
mais celles-ci restent relativement
peu fréquentes. Au contraire, il sem-
blerait que [lintroduction d’anti-
genes dans l'alimentation, pour peu
que les antigenes ou des peptides
qui en dérivent soient suffisamment
protégés des altérations liées a leur
passage dans le tube digestif, puisse
induire une tolérance. La stimula-
tion dans l'intestin de certaines cel-
lules a fonction suppressive qui, dans

un second temps, quitteraient le
tube digestif pour gagner les organes
lymphoides pourrait expliquer cette
tolérance.

Tolérance dans les modéles de mala-
dies auto-immunes provoquées par
Padministration d’autoantigenes

Il est possible d’induire toute une sé-
rie de maladies auto-immunes en in-
jectant des préparations de divers or-
ganes ou, mieux, des antigenes
purifiés a partir de ces organes, en
présence d’un adjuvant, par exemple
I'adjuvant complet de Freund [1].
On a ainsi décrit une encéphalomyé-
lite allergique expérimentale induite
par injection de protéine basique de
la myéline, une thyroidite expéri-
mentale induite par l'injection de
thyroglobuline et une myasthénie ex-
périmentale induite par l'injection
de préparations purifiées de récep-
teur de I'acétylcholine (m/s n°1l,
vol. 10, p.1177). Des efforts impor-
tants ont été consacrés a la recherche
de méthodes pouvant conduire a la
prévention spécifique de I'apparition
de ces maladies, en induisant un phé-
nomene de tolérance.

Ainsi, I'injection de thyroglobuline
soluble a des souris non auto-im-
munes prévient I'induction ultérieu-
re de la thyroidite expérimentale
apres injection de thyroglobuline
dans des conditions induisant nor-
malement la thyroidite (thyroglobu-
line en présence d’adjuvant). De
méme, on peut empécher I'appari-
tion d’'une encéphalomyélite aller-
gique expérimentale en injectant la
protéine basique de la myéline par
voie intraveineuse en présence d’ad-
juvant incomplet de Freund, avant
I'administration de la protéine en
présence d’un adjuvant conduisant a
la maladie (adjuvant complet de
Freund, Bordetella pertussis). 11 est
également possible de prévenir I'in-
duction de I’encéphalite en injec-
tant des fragments de la protéine,
dont il a été préalablement montré
qu’ils étaient insuffisants pour indui-
re la maladie mais pouvaient, néan-
moins, en assurer sa prévention. En-
fin, il est possible de prévenir
I'encéphalomyélite allergique expé-
rimentale par l’administration de
protéine basique de la myéline per
os, selon le modeéle qui a été décrit
plus haut [22].
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Tolérance induite chez la souris
NOD, le modéle animal du diabéte
humain insulino-dépendant

e Le diabete de la souris NOD

La souris non obese diabetic (NOD) est
une souris de souche pure qui déve-
loppe aprés 4 a 6 mois, plus fréquem-
ment chez la femelle que chez le
male, un diabéte insulino-dépendant
en tout point semblable au diabéte
humain de type I [23-26]. La maladie
commence vers la quatriéme semaine
par I'apparition d’une infiltration de
cellules mononucléées autour, puis
dans les ilots de Langerhans (I'insuli-
te). L'insulite devient progressive-
ment invasive puis destructrice. Lors-
qu’'une fraction suffisante de cellules
B a été détruite, la maladie clinique
apparait. Cette destruction est com-
plétée par une inflammation réver-
sible qui accélere I'évolution de la
maladie. Le diabéte est de type auto-
immun, il est transféré a des souris
non diabétiques par des cellules T
purifiées (il faut a la fois des cellules
CD4 et des cellules CD8) [27, 28]. 11
peut étre prévenu par un tres grand
nombre de manipulations inactivant
ou détruisant sélectivement les cel-
lules T. La maladie est génétique-
ment controlée et de nombreux
genes de prédisposition ont été iden-
tifiés (24, 26, 29-33], en premier lieu
les antigenes du CMH, mais aussi de
nombreux geénes situés en dehors du

CMH.

Si le role des cellules T est bien dé-
montré — il a été confirmé par la
mise en évidence des effets diabéto-
genes de clones de cellules T (m/s
n°8-9, vol. 9, p. 998) et par l'appari-
tion du diabéte chez des souris trans-
géniques exprimant le récepteur T
de tels clones - les mécanismes du
diabete restent dans une large mesu-
re encore incertains [34]. L’antigene
cible n’est pas connu avec certitude
méme s'il existe d’excellents candi-
dats, en particulier I'insuline et la
glutamic acid decarboxylase (GAD) (m/s
n°9, vol. 6, p. 921) [35-37]. La nature
des mécanismes effecteurs reste éga-
lement mal définie. Le role des cel-
lules CD4 produisant les cytokines,
qui attirent sur place les macro-
phages, reste I'hypothése la plus
plausible sans pour autant éliminer
le role potentiel cytotoxique direct
de cellules de type CD8 [24-26].

e Prévention de la maladie

En appliquant les concepts précé-
dents a la souris NOD, il est apparu
logique d’essayer de prévenir le dia-
béte, soit en injectant par voie intra-
veineuse l'un des antigénes candi-
dats, et cela a été réalisé avec succes
avec la GAD, soit en administrant par
voie orale ces antigénes, notamment
la GAD et surtout l'insuline (m/s
n°12, vol.9, p.1432) [38, 39]. On
peut aussi empécher I'apparition du
diabete par la greffe de cellules
d’flots syngéniques dans le thymus de
souris NOD jeunes [26]. Toutes ces
méthodes sont efficaces et leur inté-
rét théorique est évident. Il faut
néanmoins remarquer qu'elles n'en-
trainent la prévention de la maladie
que lorsqu’elles sont appliquées tres
tot dans la vie, dans le premier mois.
Le probléme est alors de savoir quel
est le degré de spécificité de ces in-
terventions puisque de trés nom-
breuses manipulations du systéme
immunitaire, beaucoup moins spéci-
fiques que celles qui viennent d’étre
évoquées, sont également capables
de prévenir la maladie lorqu’elles
sont utilisées chez la souris jeune.
C’est en particulier le cas de I'inter-
leukine 1, du poly-IC;, du nicotinami-
de et de certains régimes hypocalo-
riques ou dépourvus en protéine du
lait [26].

L’interprétation de ces expériences
est, en outre, compliquée par deux
phénomeénes de mieux en mieux
compris, mais qui viennent brouiller
les cartes, I’extension de la sensibili-
sation et la suppression de voisinage.
Dans le premier cas, il n’est fait réfé-
rence a 'observation que lorsque la
souris NOD se sensibilise contre un
antigene des cellules B, la sensibilisa-
tion s’étend a d’autres motifs antigé-
niques qui leur sont propres soit par
des phénomenes d’interaction molé-
culaire (epitope spreading) [38], soit
par des phénomenes d’extension in-
termoléculaire. Ainsi, 'inflamma-
tion induite par la premiére réac-
tion immunitaire, notamment la
production d’interféron 7y, augmen-
te l'expression de certaines molé-
cules dont celles du CMH qui aug-
mente I'immunogénicité de la cible.
Alternativement, la dégradation des
cellules, induite par la premiére at-
taque, provoque une sensibilisation
secondaire contre les produits de
dégradation. Le résultat final est
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qu’il est extrémement difficile de
définir le caracteére primitif ou se-
condaire des différents phénomeénes
observés. Quant au phénomeéne de
suppression de proximité, bien dé-
crit dans le modele de la tolérance
orale, il fait allusion au fait que,
dans certains cas, les cellules sup-
pressives dirigées contre un antige-
ne des cellules B sécrétent des cyto-
kines qui vont agir a proximité et
supprimer les réactions immuni-
taires dirigées contre d’autres anti-
génes des cellules B que ceux contre
lesquels les cellules productrices de
ces cytokines sont elles-mémes diri-
gées.

Tolérance induite chez la souris
NOD vis-a-vis des antigénes d’ilots
par administration d’anticorps mono-
clonaux anti-CD3

Il était connu depuis plusieurs années
que l'administration de divers anti-
corps monoclonaux dirigés contre les
antigenes de membrane des cellules
T (récepteur des cellules T, CD3,
CD4, récepteur de I'lL2...) prévenait
I'apparition du diabete lorsque le trai-
tement était réalisé avant le deuxiéme
mois [26]. Nous avions nous-mémes
montré qu'un traitement par un anti-
corps anti-CD3 pouvait également
empécher I'apparition du diabéte
chez les souris males qui font peu ou
pas de diabéte spontanément mais
qui le développent trés régulierement
apres injection de cyclophosphamide
[40]. Le mécanisme d’action de ces
anticorps monoclonaux était sans
doute, dans ces cas-la, voisin de celui
des autres immunosuppresseurs com-
me la ciclosporine, via I'inhibition de
la fonction des cellules T ou leur dé-
plétion.

L’idée est venue, a partir des travaux
réalisés dans les modeéles de trans-
plantation, d’utiliser les anticorps
monoclonaux chez des souris NOD
ayant atteint un stade beaucoup plus
avancé de leur maladie, au moment
ou le diabéte vient d’apparaitre, com-
me en témoignent I'élévation de la
glycémie et 'apparition d’une glyco-
surie [40]. Méme si un pourcentage
important des cellules B est alors dé-
truit, il en reste encore un nombre
suffisant pour maintenir un équilibre
métabolique convenable aprés ré-
gression de I'inflammation qui, nous
I'avons dit, se surajoute a la destruc-
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tion des cellules B. L’existence d’une
telle inflammation explique la nor-
malisation de I'hyperglycémie, obte-
nue en quelques heures chez les sou-
ris récemment devenues diabétiques
par l'administration d’un anticorps
monoclonal antirécepteur des cel-
lules T, qui n’agit que sur les cellules
T sans toucher directement les autres
cellules mononucléées infiltrant le
pancréas [41]. On peut également ci-
ter la récupération importante de la
production d’insuline par les ilots de
souris NOD devenues récemment
diabétiques aprés culture des ilots in
vitro en 'absence des lymphocytes ou
du sérum de ces souris [42].

Les anticorps anti-CD3 représentaient
un choix intéressant puisqu'il est bien
établi cliniquement que ces anticorps
sont parmi les plus puissants immu-
nosuppresseurs que l'on connaisse
ayjourd’hui. Les anticorps anti-CD3,
plus particulierement 'OKT3, sont
d’ailleurs les seuls anticorps monoclo-
naux utilisés en routine clinique en
transplantation et cela depuis mainte-
nant plus de dix ans [43]. Rappelons
que la molécule CD3 représente, en
fait, un complexe de chaines polypep-
tidiques (I'anticorps est dirigé contre
la chaine €), étroitement lié, bien que
de facon non covalente, au récepteur
T. Le traitement par I'anticorps CD3
fait disparaitre les cellules CD3’, non
pas tellement par destruction (déplé-
tion), mais plutot par modulation an-
tigénique, c’est-a-dire redistribution
du récepteur CD3 (et du récepteur T
qui lui est associé) de la surface de la
cellule puis internalisation ou exter-
nalisation (shedding) (figure 1) [44, 45].
Au-dela de ce mécanisme conduisant
a I'immunosuppression, les anticorps
anti-CD3 induisent une tres forte acti-
vation des lymphocytes T dont té-
moigne, in vivo, la libération massive
de différentes cytokines (TNFo d’ori-
gine lymphocytaire, IL2, interféron v,
IL4, IL6, IL10, GM-CSF...) [46-48].
Le schéma expérimental initial a
consisté a suivre [’histoire naturelle
des souris NOD en recherchant régu-
lierement I’apparition d’une glycosu-
rie puis d’une hyperglycémie. Chez
les souris diabétiques, cinq injections
d’un anticorps anti-CD3 produit chez
le hamster ont été administrées de fa-
con quotidienne pendant cinq jours
a la dose de 5 pg (suffisante pour
exercer un effet immunosuppresseur
mais insuffisante pour déclencher

des effets secondaires graves par libé-
ration de cytokines) [40]. Dans un
premier temps, on assiste a la régres-
sion du diabete, ce qui n’est pas trés
surprenant étant donné les résultats
qui ont été évoqués plus haut avec
d’autres anticorps et, de facon plus
générale, avec les immunosuppres-
seurs, encore que, a ce stade avancé,
nombre d’immunosuppresseurs aient
perdu leur activité. Fait plus surpre-
nant et faisant tout l'intérét de ce
modele, il s’est avéré que les rémis-
sions induites par l'anticorps anti-
CD3 étaient durables, quasi défini-
tives, sans tendance a la récidive
(40].

Le probléeme s’est immédiatement
posé du mécanisme de I'induction
d’une telle rémission. Le role de I'ac-
tivité mitogene de I'anticorps, qui
provoque la libération de cytokines
aprés la premiére injection, put étre
rapidement éliminé puisque I’admi-
nistration de fragments F(ab’)2 de
I'anticorps, qui n’activent pas les lym-
phocytes T car dépourvus de frag-
ment Fc, provoque le méme état de
tolérance (Tableau I). On peut égale-
ment éliminer un effet de déplétion
strict parce que I'anticorps anti-CD3
n'entraine pas de déplétion durable
des lymphocytes au-dela de deux se-
maines apreés la fin du traitement.
On se retrouve donc, pour expliquer
ces résultats, devant les trois possibili-
tés évoquées plus haut, a savoir la dé-
létion, I'anergie ou I'induction d’une
tolérance active. Les deux premiéres
hypothéses furent rapidement élimi-
nées. La persistance d’une insulite de
type périphérique chez les animaux
tolérants rendait improbable un mé-
canisme de délétion: on voyait mal,
en effet, si cette délétion avait repré-
senté le mécanisme essentiel de la to-
lérance, comment les lymphocytes T
auraient persisté dans les ilots [40].
La preuve directe qu'il existait tou-
jours chez ces souris des cellules T po-
tentiellement diabétogénes fut appor-
tée par deux expériences. D'une part,
le traitement des souris tolérantes par
le cyclophosphamide, qui est connu
pour sa capacité de détruire les cel-
lules T suppressives a fort index de
prolifération, se révéla capable de
«casser » la tolérance, c’est-a-dire de
faire apparaitre le diabete chez les
souris tolérantes. D’autre part, lors-
que les cellules spléniques des souris
tolérantes furent injectées a des sou-
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Figure 1. Mécanismes d’action cellulaire des anticorps anti-CD3 sur les lym-
phocytes T. Représentation schématique du phénomeéne de modulation anti-
génique illustré ici pour un lymphocyte CD4*. Dans les minutes qui suivent la
fixation d’un ligand spécifique (ici I'anticorps monoclonal anti-CD3) a son ré-
cepteur de surface cellulaire (ici la molécule CD3), on observe la redistribu-
tion des complexes ainsi formeés et leur concentration a un péle de la cellule
(phénomeéne dit de capping). Les complexes sont ensuite internalisés dans la
cellule ou libérés dans le milieu environnant (phénoméne dit de shedding).
Ainsi, la cellule lymphocytaire en question perd de maniére transitoire I'ex-
pression de la molécule CD3 et du récepteur T de reconnaissance de I'anti-
géne qui lui est intimement associé. Il est fondamental de souligner que le
phénoméne de modulation antigénique est spécifique du récepteur qui est la
cible de I'anticorps utilisé. De ce fait, comme le montre le schéma, I'expres-
sion des récepteurs autres que CD3/TCR (illustrée ici par le cas de CD4) n’est
pas significativement modifiée. La modulation antigénique est un phénome-
ne réversible : lorsque I’anticorps disparait du milieu environnant, on assiste
a une réexpression rapide et totale d'un complexe CD3/TCR fonctionnel a la
surface du lymphocyte T (I'histogramme illustre la cinétique de cette réex-
pression a la surface de lymphocytes T circulants, prélevés chez un patient
traité par un anticorps monoclonal anti-CD3 (OKT3), et incubés in vitro en
I'absence de I’anticorps monoclonal). (D’'aprés [45]).

ris syngéniques irradiées, un diabéte mer l'effet diabétogeéne des cellules

apparut chez les receveurs (L. Chate-
noud et al, résultats non publiés). Il
restait donc comme explication prin-
cipale la tolérance active. Encore fal-
lait-il en préciser les modalités. Utili-
sant un modele de cotransfert
précédemment décrit dans le labora-
toire [49], dans lequel on montre
que les cellules de souris NOD pré-
diabétiques ont la capacité de suppri-

spléniques provenant de souris diabé-
tiques, nous avons essayé de mettre
en évidence les cellules suppressives
chez les souris rendues tolérantes par
I'anticorps anti-CD3. Une telle dé-
monstration n’a pu étre apportée
pour l'instant. Cela s’explique sans
doute par le fait que les souris ren-
dues tolérantes par I'anti-CD3 n’ont
pas une quantité de cellules protec-
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Figure 2. Production de cytokines par
les cellules spléniques des souris
NOD traitées par anti-CD3. Chez des
souris NOD femelles traitées par I’an-
ticorps monoclonal de hamster 145
2C11, spécifique de la chaine € du
complexe CD3 murin, ou des immu-
noglobulines normales de hamster,
les cellules spléniques ont été préle-
vées deux semaines apres traitement.
Les splénocytes ainsi obtenus ont été
cultivés in vitro en présence de deux
mitogenes, I'anticorps anti-CD3 ou la
concanavaline A. Au terme de 48
heures de culture, les surnageants
ont été prélevés et leur contenu en in-
terleukine 4 (cytokine de type TH2) et
en interféron y (IFNy) (cytokine de
type TH1) a été dosé grdce a un test
immunoenzymatique (ELISA). On
note, chez les animaux ayant regu
I'anti-CD3, une augmentation (en pré-
sence de concanavaline A, ConA) de
production d’interleukine 4 et une di-
minution de celle d’interféron 7.

‘ INCIDENCE DE LA REMISSION DU DIABETE INSULINODEPENDANT OBSERVEE
CHEZ LES SOURIS NOD TRAITEES PAR ANTI-CD3

Tableau |

% rémission
(12 semaines apres la fin
du traitement)

Anti-CD3 Fragments F(ab’) 2 Ig polyclonales de
de I'anti-CD3 hamster (Ig témoins)
78 64
(n = 45) (n = 58) (n=17)

Les souris NOD femelles ont €té traitées au moment de I'apparition du diabéte (glycosurie positive et glycémie > 4g/l) selon I’'un des protocoles sui-
vants: le premier groupe a regu I'anticorps anti-CD3 (145 2C11, Ig de hamster, 5 a 20ug i.v./jour pendant 5jours consécutifs),; le deuxiéme groupe les
fragments F(ab’)2 de I’anticorps (50ug i.v./jour, 5jours consécutifs) et le troisiéme groupe des Ig témoins (Ig polyclonales de hamster 5 a 50ug i.v./jour,
5jours consécutifs). La rémission a été definie comme le retour 8 une normoglycémie stable et durable et I'absence de glycosurie (i.v.: voie intravei-

neuse).

trices suffisante pour qu’on puisse les
révéler dans le systeme de transfert
qui semble donner un avantage im-
portant aux cellules diabétogénes,
également présentes, nous venons de
le voir, dans la rate des souris tolé-
rantes. Peut-étre aussi les cellules pro-
tectrices sont-elles localisées dans le
pancréas et est-ce la qu’il faudrait les
rechercher plutot que dans la rate.

Une autre facon d’aborder le proble-
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me est de rechercher un déséquilibre
dans la production des cytokines im-
munorégulatrices. On sait, en effet,
qu’il existe deux catégories de cyto-
kines: celles produites par les cellules
THI1 (essentiellement l'interleukine 2
et 'inferféron y) qui sont respon-
sables de I'immunité a médiation cel-
lulaire et les cytokines produites par
les cellules TH2 (ensentiellement
IL4, IL5 et IL10) qui sont respon-

sables de l'effet auxiliaire vis-a-vis de
la production des anticorps [50]. Fait
essentiel, au-dela de leurs fonctions
propres, les cytokines de chacune de
ces deux populations ont un effet de
régulation négative sur I’autre popu-
lation cellulaire. Ainsi, les cytokines
de type TH2 (notamment I'IL4 et
I'l.10) peuvent-elles supprimer les
fonctions TH1 qui conduisent aux ré-

actions d’hypersensibilité retardée, mm—
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au rejet des greffes et, tres probable-
ment, a I'apparition du diabete chez
la souris NOD. En I’absence de la
connaissance de I’autoantigene cible
du diabéte, qui nous permettrait
d’étudier directement la production
des cytokines TH1 et TH2 par les lym-
phocytes T diabétogenes, nous avons
étudié, chez les souris traitées par
anti-CD3, la production des cytokines
de type TH1 et TH2 par I'’ensemble
des cellules T. De fait, apres une in-
jection d’anticorps anti-CD3, nous
avons observé en réponse a un mito-
gene tel que la concanavaline A, une
tendance a I'augmentation de la pro-
duction d’IL4 et une réduction de la
production d’interféron Y, en compa-
raison avec des souris non traitées
par l'anticorps (figure 2). 1l reste a
prouver que ce nouvel équilibre in-
duit par I'anticorps est durable.

Conclusion
et consequences
thérapeutiques

Cette nouvelle approche de I'immu-
nothérapie des maladies auto-immu-
nes, fondée sur la restauration de la
tolérance aux autoantigénes, ouvre
des perspectives considérables, sur-
tout si, comme nous venons de le
montrer, elle sapplique a des ma-
lades présentant des signes cliniques
et non pas seulement au stade de la
prédisposition génétique, avant que
les mécanismes auto-immuns se
soient mis en route. Les méthodes
utilisant les autoantigénes sont sans
doute les plus simples et n'impli-
quent pas l'induction d’une immu-
nosuppression, aussi courte soit-elle.
Mais, nous I’avons dit, il est tres diffi-
cile dans le diabéte, comme dans la
plupart des maladies auto-immunes
humaines, de cerner avec précision
I'autoantigene responsable de la ma-
ladie, si tant est qu’il en existe un
seul. La stratégie que nous proposons
est de réalisation beaucoup plus
simple et ne nécessite pas le recours
a l'autoantigene. Elle pose cepen-
dant le probléme de la disponibilité
d’un anticorps monoclonal non acti-
vateur. Il semble, en effet, préférable
d’utiliser un anticorps ne provoquant
pas la libération massive de cytokines.
L’utilisation de tels anticorps est ac-
ceptable en transplantation, étant
donné le contexte clinique et I'utilisa-
tion conjointe d’immuno-suppresseurs
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Summary

Restoring self tolerance in
autoimmune diseases ?

Pathologic autoimmune responses
may be responsible for a wide va-
riety of diseases including rheuma-
toid arthritis, systemic lupus ery-
thematosus, multiple sclerosis and
insulin dependent diabetes melli-
tus. Since in developed countries
autoimmune diseases represent
the third greatest cause of morbi-
dity after cardio-vascular diseases
and cancer, defining tools for suc-
cessful therapy remains a major
challenge. Treatments are general-
ly non specific and require the
chronic administration of immu-
nosuppressive or anti-inflammato-
ry drugs whose side effects are far
from negligible. In some cases
such as insulin dependent dia-
betes, substitutive replacement the-
rapies alone are used (namely in-
sulin) due to our inability to treat
the autoimmune process. Over the
last few years, new immunointer-
vention strategies have been pro-
posed for autoimmune diseases,
with the aim of restoring self-tole-
rance in a durable manner. Until
recently, the dogma was that this
specifc immunotherapy could only
result from the administration of
the exogenous autoantigen, the
practical application of which is
difficult in human autoimmune di-
seases since the target autoantigen
is usually unknown. Another inter-
esting possibility is the usage of
anti-T  lymphocyte  antibodies.
Using a murine model of diabetes,
we recently showed that a short
treatment with a monoclonal anti-
body to CD3 could induce total
and permanent remission of spon-
taneous established autoimmune
diabetes. The immune mecha-
nisms responsible for the anti-CD3
effect as well as the potential clini-
cal application of this therapeutic
approach are discussed.

L.. Chatenoud.
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