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La leucose est la maladie néoplasique la plus fréquente de l'espèce bovine et 
affecte la lignée lymphoïde. Son agent éthiologique est un rétrovirus nommé BL V (Bovine 
Leukemia Virus ). La lymphocytose de cellules B consécutive à l'infection par ce virus 
semble corrélée à une perturbation du phénotype des lymphocytes circulants. La majorité de 
ceux-ci sont en effet caractérisés par l'expression en membrane de marqueurs B (lgM), mais 
aussi T (CD5) (Depelchin et al.,1989). 

Ce type de bouleversement phénotypique, constaté sur une faible proportion 
de cellules B normales, a également été détecté au niveau de souches de souris 
immunodéficientes et, chez l'homme, dans des cas de leucémie chronique lymphocytaire à 
cellules B (Hayakawa et Hardy,1988) ou d'arthrite rhumatoïde. 

C'est dans le cadre de l'étude de certaines caractéristiques des BCD5 bovines 
que s'est inscrit ce travail. Notre démarche nous a conduits tout d'abord à nous intéresser au 
phénotype des cellules circulantes d'animaux en forte lymphocytose. A la lumière des 
résultats obtenus, il est apparu que si l'expression des IgM et du CD5 sur une majorité de 
cellules est bien effective, d'autres Ag membranaires (Ag de classe II, chaînes légères, 
CD 11 b et CD 1 lc) sont également concernés par cette perturbation phénotypique. De plus, 
quelques "indices d'activation" (récepteurs à l'IL-2 ou à fragments Fe, densité des IgM et 
des Ag de classe 11, ... ) ont été détectés soit ponctuellement, soit sur des cellules circulantes 
de l'ensemble des animaux leucosiques étudiés. 

Suite à ces résultats, il était logique de s'attarder plus particulièrement à la 
physiologie des BCD5. Dans cet ordre d'idée, l'étude du cycle cellulaire a montré qu'une 
proportion non négigeable de ces cellules se trouve en phase 02/M (étapes indissociables en 
regard de la technique utilisée). L'analyse en cytométrie de flux a révélé que si les cellules 
constitutives de cette phase sont plus granuleuses et ont un noyau plus grand que les cellules 
en 00/G 1, ce pool cellulaire concerne en majorité les cellules B. Ces études suggèrent donc 
l'état activé de certaines cellules leucosiques. Ceci a par ailleurs été confirmé in vitro par la 
forte prolifération de ces cellules en réponse à une source d'IL-2. Les tests ont été pousuivis 
afin de déterminer si cette lymphokine ne permettait pas aux BCD5 de poursuivre leur 
maturation jusqu'à la production d'anticorps. Bien que préliminaires, les résultats, nous 
permettent de penser que l'IL-2 n'agit pas outre mesure en faveur d'une sécrétion d'lg en 
culture. 

En conclusion, ce travail a pu mettre l'accent sur l'état d"'activation" propre à 
certaines cellules circulantes d'animaux en forte lymphocytose. Ces révélations apparaissent 
donc comme des indications importantes dans le contexte général du problème de l'origine 
des BCD5, mais également au niveau de l'éclaircissement des processus physiologiques 
impliqués dans le développement de la leucose bovine. 
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INTRODUCTION 

AYANT-PROPOS, 

Le leucose bovine est le meledie néoplesique le plus fréquente 
chez le bovin et effecte le lignée lymphoïde. Son agent éthiologique est un 
rétrovirus exogène : "le virus de le leucose bovine· (Bonne Leukemi11 Virus: 
BL V). Le meladie est dispersée uniformément dans différentes régions géo
graphiques du monde. L'Europe semble néenmoins être le berceau de le forme 
enzootique (nff ectnnt les ndultes). 

Les pertes économiques engendrées par 1 e BL \/ sont ége 1 ement 
importentes, notemment eu niveeu de le production leitière. De plus, le seul 
recours ectuel en ces d'infection consistent en l'ebattage des bêtes ntteintes, 
11 en résulte un dommage énorme pour les propriétaires. 

11 existe ectuellement beeucoup de données moléculeires, sé
rologiques et hémetologiques concernent le mnledie, m8is très peu eu niveau 
physiopathologique. Une meilleure connaissance du mécanisme d'infection 
permettr6 d'é16borer de bonnes méthodes diBgnostiques et de mieux contrôler 
le maladie. 

D'autre part, vu les similarités entre le BL\/ et les virus T
lymphotropes humains, HTL \/-1 et 11 (vecteurs de leucémies humaines), l'étude 
de ce virus semble être un modèle d'étude appréciable pour toutes les 
affections rétrovirales. 

1. LEUCOSE BOVINE. 

Les premières descriptions de forme de 1 eucose chez 1 es bovidés 
se rencontrent dans des journeux d'origine germenique de le fin du XIX e 
siècle (Leisering, 1871 ). Très vite, on se rendit compte que ln leucose bovine 
constituait une entité clinique définie et que l'Europe ét8it le bercetm de la 
forme enzootique. D'autres descriptions indiquent que le maladie est 
dispersée uniformément dans les différentes régions géographiques 
(Portetelle, 1990). 



LEUCOSE BOVINE ENZOOTIQUE LEUCOSE BOY I NE SPORADIQUE 
(lymphosercome multtcentrique) 

Noeuds lympholdes: Lymphosercome de veau : 
t 1 i 8ques (65 è 831) Noeuds lymphoïdes (génér8lisés) 
intrethor8ciques (62 è 74:C) Moë 11 e osseuse 
mésentériques (66:C) R8te (70 è 90:C) 
superf1c1els (41 6 62:g) Re1ns et fo1e (fréquemment) 

R8te ( 10 è 50:C) Lymphos8rcome thymique : 
Thymus (p8rfois) Thymus et cou(presque toujours) 
Amygd81es ph8ryng1ennes ( 121) Noeuds lympholdes 
Noëlle osseuse (40i) Moë 11 e osseuse 
Foie (30 è40i) Coeur 
Coeur (50 è 90:C) Rein 
Poumons ( 1 o è 1 s 1) Rate 
Utérus (12 è 15:C) 

Reins (50:C) Lymphos8rcome cut8né : 
Cou, dos et cuisse (en surf8ce) 
Noeuds lympholdes 
lnfiltr8tion des viscères. 

TABLEAU 1 : Lieux privilégiés de développement de tumeurs pour le 
1 eue ose bovt ne (en :c de c8s) (d'8prés 01 son et Mil 1er, 1987). 

-- -----



INTRODUCTION 

1.1. Term1no1og1e 

L8 leucose bovine englobe à 18 fois une p8thologie m81igne 
néoplasique de cellules lymphoïdes (1ymphos8rcome) et une lymphocytose 
persisttmte. Cette maladie peut être scindée en leucose bovine enzootique 
(associée au BLV) et leucose bovine sporedique (non essociée au BLV). 

Les déve 1 oppements tumoraux en résultant concernent un 
ensemble de lieux (Tableau 1), mais aussi différentes lignées lymphoïdes : 
cellules B pour la forme enzoot1Que et T pour la forme sporDd1que. 11 ne sera 
plus question par la suite de cette dernière, étant donné son indépendance 
probable vis-à-vis du BLV. 

La lymphocytose persistante résulte d'une augmentation des 
1 ymphocytes B du seng pêr1 phêr1 que et concerne 301 des an1 maux 1 nf ectês. 

Le terme de leucémie ne s'applique que lors d'envahissement du 
sang perdes cellules tumor81es (Olson et Miller, 1987). 

1.2. Virus de le leucémie bovine. 

L'8gent éthiologique de la m81ad1e est un rétrovirus de 18 famille 
des oncovirinee: le BLV. La première méthode reproductible de détection a été 
décrite en 1969. Des cellules de vaches infectées, stimulées â la PHA 

(phytohémagglutinines), étaient en effet cepebles de produire des perticules 
virus-like (semblebles morphologiquement à des particules de type C 
représentant le virus de la leucémie chez d'autres espèces). Mais ce n·est 
qu'en 1972 que leur activité biologique a été démontrée (Miller et 
Olson, 1987). 

1.2.1. Génome viral. 

Par analogie avec les autres rétrovirus connus et grâce aux 
techniques de 1'1ngénier1e génétique, le structure génomique du BLV e été 
ét8blie. Structurellement et fonctionnellement, 11 est epparenté au virus T
l ymphotropes, HTLV-1 et HTLV-11, vecteurs des leucémies vireles humeines 
(Burny et al., 1987). 

L8 principale caractéristique des rétrovirus est de posséder 
un génome constitué de RNA. Ce n'est que lors de l'infection d'une cellule que 

2 



B ~ 
1 pol 1 

~1 999 1 ( env B-~ 
1 1 1 1 1 1 1 , 1 1 
0 1 2 3 At 5 6 8 9 

Figure 1 : Stucture génomique du BL \/ (d'eprès Bumy et el., 1987). 
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le v1r1on pourre trensformer son petr1moine génétique en DNA (gr6ce 6 une 
enzyme appelée transcriptase inverse) et s'intégrer au DNA hôte. 

La structure génétique peut être résumée en une séquence : 
RUS-GAG-(PROT)-POL -EN\l-pX6L -RU3 (Figure 1), R représentant une 
séquence de nucléotides répétée eux extrémités 5' et 3'. Les gènes GAG, POL 
et EN\/ codent respectivement pour des protéines structureles, une 
polymérese et des glycoprotéines d'enveloppe. pXBL est un gène qui pourrait 
intervenir dans la production d'une protéine tnmsactivante (Ghysdael et 
61., 1967). 

a). Produits du gène GAG : Protéines structureles internes. 

11 e><iste 4 protéines structureles que l'on dénomme p suivi de 
leur poids moléculaire (en K11odeltons) : 

-p24 est une protéine neutre, constitutive de la capside. 
-p 15 est la phosphosprotéine mejeure du vir1on. Deux populations 
semblent e><1ster, l'une est liée à la bicouche lipide de le membrane 
virale, l'autre au RNA viral. 

-p 12 est associée au RNA viral. 
Le fonction et la nature e><ecte de p 1 o n'ont pas encore été démontrées. 

Le gène GAG encode en fait un précurseur protéi n1 que de 45 KDe contenant 1 es 
déterminants cmt 1 géniques de p24, p 15 et p 12. 
11 est protéolytiquement clivé pour générer chacune de ces protéines 
(Ghysdeel et el., 1987). 

b). Produits de transcription du gène POL : Transcriptase inverse et 
endonuc 1 éase. 

Approximativement 500 paires de bases en aval du codon 
terminal de GAG, s'étend une ORF (Open Reading Frame) qui encode pour une 
séquence de 852 a.a. : 1 e gène POL. Un do mai ne de 55 8.8. du côté 5' serait 
responsable de le production de 18 transcriptase inverse tandis que l'autre 
partie coden2it pour une endonucléase. 

A l'heure actuelle, les mécanismes de transcr1ption et de tra
duction du gène POL ne sont pas clairement connus. 
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1 NTRODUCT ION 

c). Produits de ENV (qui oYerlappe en partie POL): Glycoprotéines 
d'enYeloppe. 

L'enYeloppe du virion possède 2 types de glycoprotéines de 
respectiYement 51 KDe (gpS 1) et 30 KDe (gp30). Ces protéines proviennent 
d'un précurseur glycosylé de 72 KDe (gp72). Son homologue non glycosylé de 
47 KDti n'est pes clivé par le suite, ceci indiquent 1'1mportence de le glycosy
letion dans le reconneissene des enzymes de clivage. 

Le principale fonction de gp30 (protéine transmembreneire) est 
probablement d'ancrer le complexe glycoprotéinique dans la membrane du 
virus, mais eussi des cellules infectées (Bumy et el., 1967). Le gpS 1 (protéine 
d'enveloppe externe) est responseble de propriétés biologiques du virus. Les 
enticorps monoclon~ux ont permis de découvrir 6 épitopes (A 6 H) de gpS 1 
parmi lesquels seuls F,G et H sont impliqués dans les mécanismes d'infection 
du vtrus et le formetton de sync1t1e par les cellules productr1ces de BLV 
(Ghysdtiel et til., 1967}. 

d). Produ1ts de pXBL : Proté1nes de réguletton. 

Deux ORF situés entre EN\/ et LTR (Long terminal Repent} codent 
pour des protéines complétement différentes des autres. Il s'agit d'une LOR 
(Long Open Reading Frame} et une SOR (Short Open Reading Fnime) dont les 
produits sont des protéines de respectivement 34 et 18 KDa. 

Le p34 eginsit comme tnmsectiYateur de le région promoter
enhencer des L TR virales, mais aussi de certains gènes cellulaires. p 1 B joue 
un rôle réguleteur post-trenscriptionnel et est impliqué dans le phénomène 
d'épissage des mRNA vireux et peut-être dans le transfert de RNA du noyau 
Yers le cytoplasme (Portetelle, 1990). 

Cet te si tuet ion présente une grende homo 1 ogi e evec 1 es Yi rus 
HTL \/-1 et HTL V-li et pourrait amener des éc 1 ai rci ssements dans 1 e processus 
de l eucémogenèse. 
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Figure 2 : Phylogenèse des rétrovirus des vertébrés, établie d'après les 
divergences des séquences nucléotidiques de la transcriptase 
inverse (d'après Portetelle, 1990). 
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Figure 3: Cycle de réplication d'un rétrovirus (d'après Portetelle, 1990). 



1 NTRODUCT ION 

e). BL V comme modèle d'étude des HTL \/. 

Les maladies induites par le BL\/ et les HTL\/-I et HTL\/-II, bien 
qu'1mp11quant des cellules-cibles différentes (lymphocytes B pour BL V et 
lymphocytes T pour HTL \/) comportent des s1m11i1rités épidémiologiques, 
pathologiques et biochimiques. De plus, autant au n1veau de la structure du 
génome (5'-GAG-PROT-P0L-EN\/-pXBL-3') que des séquences nucléotid1ques, il 
existe une grande ressemblance entre ces virus. Ceci pourrait soutenir 
l'hypothèse d'une nouvelle classe de virus (è tnmsformat1on algue ou non 
aigue) (Figure 2) (Ghysdael et al., 1967). 

1.2.2. Rép11cat1on. 

Le cycle de réplication du BL V est très similaire aux autres 
rétrovirus. 11 débute par l'adsorption du virus sur son récepteur cellulaire. 
Après fusion avec le membrane et désheb111age du virus, le transcr1pt1on 
inverse conduit è une copie du DNA double brin complémentaire du RNA vin~l. 
Ce DNA est intégré au DNA-hôte et est alors appelé provirus. 

Après activation, le DNA proviral est transcrit par des RNA 
polyméreses. Ce RNA dev1ent so1t génomique, soit messager en vue de la 
formation des protéines virales. Les nouveaux virions quittent la cellule en 
bourgeonnent è le surfece celluleire (Portetelle, 1990) (Figure 3). 

1.3. Tronsroissioo du BLV. 

1.3.1. Espèces cibles. 

Des cas d'infections naturelles sont présentées par des bovins et 
des moutons. La maladie peut-être transmise expérimentalement chez la 
chèvre, le lapin, le singe Rhésus et le chimpanzé (Burny et al., 1987). 

Les moutons semblent hautement réceptifs au BLV. Lors 
d'infections expérimentales, tous les sujets présentent des anticorps anti
BL V 2-3 mois p.i. (post-inoculation). Après 10-13 mois, une lymphocytose 
persistante est détectée dtms 501 des cas. Un lymphosarcome apparaît pour 
401 des bêtes 1 à 6 ans p.i .. Tout comme chez le bovin, un désordre des 
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1 NTRODUCT ION 

cellules B 8 été démontré. Le modèle ov1n pourre clone serv1r comme base 
d'étude des propriétés biologiques des rétrovirus (Djileli et Parodi, 1989). 

Jusqu'à présent, 11 n'a j8m8is été prouvé que le BLV est 
tnmsm1 ssi b 1 e à 1 'homme. 

1.3.2. Modes de treinsmission. 

Plusieurs expériences témoignent de la possibilité de trans
mission de 18 maladie par un mode vertic81 (prén8t81), mais seulement è 
condition que 18 mère 8it développé une lumphocytose perm8nente 
(Streub, 1967). 

Dens 18 majorité des c8s, 18 tr8nsmission semble être post
n8t81 e. Di vers ces d'infections p8r contact, p8r 1 e co 11 ostrum (Str8ub, 1967) 
mais aussi par l'intermédiaire d'insectes (Manet et al., 1987) ont été décrits. 

Mets, le pr1nc1p81 vecteur cle 18 melec:11e semble être le cellule 
infectée. Une quantité import8nte de cellules peut être véhiculée p8r le sang, 
le plesme, des eiguilles réutilisées par des vétérinaires peu scrupuleux et 
même des gants provenant d'examens gynécologiques (Bumy et al., 1987). 

1.4. Différents espects cle 1 e m8l edi e. 

La leucose bovtne enzoot1que est une patholog1e chronique car 
elle évolue 8U cours de plusieurs 8nnées. 

Elle se cnreictéri se pri nci pal ement par: 

-l'absence de virémie : le provirus n'est réactivé qu' 111 ~itro 
lorsque les cellules sont stimulées, en 8bsence de fecteurs plesm8t1ques 
inhibiteurs (Cornil et Lévy, 1969), gr6ce à une production de lymphokines per 
l es lymphocytes T, cles composents du sérum cle veeu foetel ou des m1togènes 
(Portetelle, 1990). 

-une longue période de l8tence pendent l8QUe11e le seul signe 
c:1·1nfect1on est la présence d'ant1corps c:11r1gés contre les protéines v1reles 
gpS 1 et p24. M8lgré leur titre élevé, leur pouvoir neutr81iS8nt in ~itro ne 
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peut enr8yer 1'1nfect1on. Mo1ns cle 201 cles cellules semblent conten1r le 

prov1rus 1ntégré (Portetelle, 1990). De plus, une multipltcictté cle sites 

d'intégretion e été montrée (Kettmenn et el., 1967). 

-une phese cle lymphocytose persistente qui n'8ppereît que clens 

1 o è 301 des ces. Elle se cerectérise per l'eccroissement du nombre de 

lymphocytes circulents. Pour être reconnu en lymphocytose. un antmal 
dot t posséder un nombre de 1 ymphocytes qut dépasse de 3 

dév1attons standards 11 valeur reconnue comme normale pour un 
ant ma 1 de cet lge et maintenir cet te quanti té p 1 us de 3 mois. Les 

lymphocytes peuvent einsi représenter plus de 901 de leucocytes. 20 è 301 
de ceux-ci contiennent le provirus intégré il divers sites. La population 

infectée semble donc être polyclon8le (Portetelle, 1990). L8 présence des 

provirus p8reît correlée â 18 présence en surf8ce des cellules, de mBrqueurs B 
(chaînes J1 et légères) et T (CDS) (Depelchin et al., 1989). 

-une ph8se tumor8le BtteignBnt o, 1 à 20:C des bovins infectés. 

Elle n'est p8s nécess8irement précédée p8r une lymphocytose. Les cellules 

tumorales sont caractértsées par un antigène spécifique "tumeur-associé" 

(antigène TAA). Ce marqueur est également exprimé sur des cellules 

c1rculantes du seng d'an1mel leucosique, b1en avant le stade tumoral. 

L '8nt i gène T AA, par ai 11 eurs ebsent de compos8nts c 1 assi ques du BL V, 

permettrait donc de détecter un déve 1 oppement tumora 1 potent i e 1 

(0numa, 1967). 

Les cellules tumorales 1ssues des lymphocytes B possèdent 

toujours au moins une copie du provirus, complète ou délétée (m8is jemais du 

côté 3'), et intégrée eu même endroit pour toutes les cellules de la tumeur. 

Elles présentent de nombreuses anomalies chromosomiques. L'intégration du 

provirus n'est p8s préférentielle pour un locus défini et son expression n·est 

p8s nécessaire 8U mBi nt i en des signes c 1 iniques de 1 a m81 adi e 

(Kettmann, 1986) et à l'état transformé des cellules (Van den broeke et 

61., 1966). 

La p8thogén1e du BLV est clone 8ssoc1ée â une perturbation con

sidér8bl e du système immunit8ire de l'hôte. Ce désordre est ég8lement 

c8r8ctérisé p8r une diminution de production d'immunoglobulines M (lgM) dtms 

l e sang, le rate et les noeuds lymphoïdes, mais aussi une réactivité 

biologique plus faible cle ceux-ci (bien qu·ns conservent leur structure 

mtturelle) et une réduction de lymphocytes T du sang périphérique. Cette 
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observat1on pourra1t être m1se en relat1on avec la dêfect1on de lymphocytes T 
helper au niveau du SIDA (Ungar-Waron et Trainin, 1987). 

1.5. Cel 1 uJ es cibles de BLV et 1 nterocti ons hôtes virus. 

1.5.1. Animaux infectés. 

S'il est certain qu'il n'existe pas de virémie, l'identité des 
cellules impliquées dans la réplication du BLV in vivo n'est pas claire. Il est 
établi que le BLV persiste dans des cellules B et que la proportion de ces 
cellules augmente apprêc1ablement avant toute élévation du nombre total de 
lymphocytes circulants. De plus, la surface de certaines de ces cellules 
comporte des altérations au niveau de la composition de leurs sucres, 
témoignant de l'arrêt de ces cellules 6 un stade précoce de maturation. 

Le génome du virus paraît tnmscriptionnellement réprimé, 6 la 
fois dans les cellules transformées et non transformées in viva Le 
mécanisme de ce processus n'est pas encore compris actuellement, mais 
certaines protéines plasmatiques (Platelet Derivated Factor et Platelet 
Blocking Factor) agissant de manière antagoniste pourraient participer â 
cette régulation (Burny et al., 1987). 

1.5.2. Animaux en lymphocytose persistante. 

La prolifération polyclonale des lymphocytes B est une réponse â 
une stimulation constante du virus. Mais, il semble que la progression 
subcl1n1que de la maladie so1t sous contrôle du système BoLA (Bovine 
Leucocytes Ant1gen) qui sélectionnerait la résistance ind1vtduelle 6 la 
prolifération cellulaire (Burny et al., 1987). Ce système analogue, aux Human 
Leucocytes Antigen et H-2 murin, est représenté par une région particulière 
du génome (Complexe Majeur d'Histocompat1b111té), dont les produ1ts 
(Antigènes de classes I et 11) sont responsables des spécificités antigéniques 
individuelles (Stone et al., 1981). 

Néanmoins, ce système pem~ît échapper 6 toute régulation à 
certains moments. Les cellules infectées par le virus ( 1 /3 â 1 / 4) sont 
apparemment au repos, â l'inverse des cellules sans BLV, très réactives â 
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tout st1mu1us ln vlva L'analyse en cytométr1e de flux a révélé sur ces 
cellules une augmentation des lgM, mais aussi l'expression d'un marqueur de 
cellules T (CDS), seulement présent tôt au cours de l'ontogenèse des 
lymphocytes B normaux. 11 reste 8 savoir si le BLV comporte un tropisme 
part1cu11er pour ces cellules et permet leur pro11fér8t1on ou s1 ln pénétrnt1on 
du virus engendre l'acquisition de nouveaux marqueurs (Depelchin et el., 1989) 

1.5.3. An1mnux en phnse tumor81e. 

La plupart des cellules tumorales contiennent le provirus. Le 
présence de celui-ci semble donc indispensable nu développement de le 
tumeur. Comme nous l'avons vu précédemment, le prov1rus est perfo1s délété, 
mais est toujours capable d'encoder une protéine transactivante p34. 11 est 
possible que les cellules non délétées en cette séquence soient sélectionnées 
comme clone de le tumeur (Bumy et al., 1987). 

Au n1veau phénotyp1que, la cytométr1e de flux nous 1nc1te à 
penser que les cellules tumorales correspondent à des pré-B bloquées à un 
stade encore indéfini (Letesson et al.2, 1990). 

1.6. Modes d'action du BLV 

Les modes de transformation de cellules par les virus HTLV et 
BLV semblent liés, mais restent toujours obscurs. Au delà des doutes, le gène 
viral responsable de l'expression d'une protéine transactivemte joue un rôle
clé dans l'interaction hôte-virus. Pour certains chercheurs, le virus est 
nécessaire, mais pas suffisant. 11 reste d conne1ître la ne1ture et le nombre de 
c1rconstences imp11qués dans ce processus (Bumy et al., 1987). 

Etant donné que le virus est indispensable aux étapes initiales du 
processus, mais ne l'est apparemment pas plus tard, l'expression tnmsitoire 
de gènes viraux pourrait mener d l'expression permanente de gènes 
ce11ula1res cr1t1ques. Cet état latent du v1rus qui n·est pas dû à un altérat1on 
de structure est sous 1 'influence d'un facteur p 1 as mati que, peut être 
apparenté à l'i nterl euki ne 4 (1 L -4) (Cornil et Lévy, 1989). 

L'expression de gènes vireux dépend de l'action de la p34, mais 
auss1 du patr1mo1ne génêt1que et de l'état de d1ffêrenc1at1on de la cellule 
(Rosen et al., 1985). 
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0'8près Portetelle ( 1990), 18 p34 ne peut eg1r d1rectement sur 
les séquences LTR vin~les. Elle perturben,it en fait l'activité d'oncoprotéines 
dont le rôle essentiel est de relayer les stimuli extérieurs jusqu'â 18 
machinerie trenscriptionnelle et modifierait finalement le programme 
généttque de le cellule. Ceci permettreit l'expression tnmsitoire d'enttgènes 
viraux â certains stades de développement cellulaire et expliquereit 18 
stimuletion quesi permanente du système immuniteire. Suivent sa rencontre 
ou non avec une série d'oncoprotéines, la p34 trensactiverait certains gènes 
ce11ula1res et d1r1gera1t l'enimel vers tel ou tel effet de 18 ma18d1e (eff ect1on 
asymptomatique, 1 ymphocytose persistante ou tumeur) 

11 en est ei nsi pour 1 e système HTL V, ena 1 ogue au BL V. La 
dérégulation de l'oncogène c-myc pourrait contribuer à l'obtention d'un 
phénotype transformé (peut-être les cellules Bcos+, lg M+, Ag de classe 11+). 

D'autre part, le degré de phosphorylation de le p34 semble jouer 
un rôle important dans la transformation cellulaire. La déphosphoryl8tion, 
due d une action immuniteiire intense, lui conféren,it ses propriétés 
tr8nsf ormantes. 

Jusqu'â présent il n'a pas encore été possible de trouver un 
modèle susceptible d'expliquer les méccmismes de tr8nsformetion cellu18ire 
11és à 1'1nfection 8U BLV. 11 est cert81n qu·11 existe un équ11ibre entre les 
interactions intra et intercellulaires où interviennent de temps à autres les 
tmtigènes viraux (gpS 1, gp30, p34, .. .), des lymphokines, des inhibiteurs 
plasmatiques ou celluleires, des oncoprotéines intracellulaires, des cellules 
porteuses de marqueurs pré-Bou de 1'ent1gène TAA (Portetelle, 1990). 

Ces inten,ctions semblent aussi varier suivant la susceptibilité 
individuelle. 

Un des phénomènes capitaux accompagnant 1'1nfect1on d'un animal 
par 1 e BL V est 1 a perturbation de certaines caractéristiques phénotypiques de 
la population de lymphocytes B. 11 nous semble donc opportun d'étudier plus 
profondément ces ecteurs de la réponse 1mmun1taire spécifique. 
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1 NTRODUCT ION 

2. LYMPHOCYTES B CLASS I DUES. 

Les cellules spécialisées dans la production d'anticorps sont 

nommées lymphocytes B pour rappeler leur origine: la moêlle osseuse (Bone 
marrow) chez les mammifères et la bourse de Fabricius chez les oiseaux .. 
Elles se localisent préférentiellement dans les zones définies de formations 
lymphoïdes secondaires. Ces cellules sont petites (5 à a Jlm) et ne sont pas 

distinguables des lymphocytes T au niveau morphologique. La distinction 
f ondamenta 1 e peut néanmoins se faire sur base de marqueurs membranai res 

acquis lors de l'ontogenèse. 

2.1. L'ontogenèse. 

Au niveau médullaire, des cellules-souches pluripotentes sont ~ 
l'or1g1ne de deux 11gnées const1tut1ves du système 1mmun1ta1re qu1 donneront 
naissance aux phagocytes et aux lymphocytes (Figure 4). 

Les précurseurs lymphoïdes vont alors subir une maturation leur 

conférant leur spécificité (Roitt et al., 1965). 
s·11 a été prouvé depu1s un certain temps le rôle de la bourse de 

Fabrictus dans la maturation des cellules-précurseurs chez les oiseaux (Glick 
et al., 1956), le mécanisme semble plus compliqué chez les mammifères. En 
effet, 11 n'existe pas un organe unique spécialisé dans la constitution des 
lymphocytes B, puisque la moëlle osseuse, le foie et la rate (chez l'embryon 
pour ces deux derniers) semblent y tenir une place importante. En fait, cette 
apparente complexité reflète leur activité spécifique à certaines étapes de 
développement (Gathings et al., 1977). 

Ainsi, le foie foetal, site initial de production de lymphocytes B, 
est relayé par la moëlle osseuse chez l'adulte (Rosse, 1981). A ce niveau, les 
principaux stades de différenciation se font de manière centripète. A la 

périphérie, on observe de gnmdes cellules lymphoblastiques è division rapide: 
ce sont les progéniteurs. A partir de ces cellules, se produit un 
réarrangement génique conduisant à la synthèse de chaînes lourdes (J1) 

i ntracytoplasmiques. Ces petits lymphocytes qui constituent le premier signe 

de différienciation sont appelés cellules pré-B. Le stade suivant est celui des 

cellules B jeunes ou immatures. Cette étape correspond è l'acquisition 

d'immunoglobulines membranaires de type lgM. 
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Ces cellules complètent leur maturet1on sur plece ou migrent 
vers le rate ou d'autres sites. Les tremsformetions diverses qui conduiront 
aux cellules B matures se traduisent par une plus grande densité d'lgM, mais 
aussi par le présence d'autres marqueurs tels que les lgD membreneires, les 
recepteurs d fregment Fe des lg, des récepteurs de le molécule C3b du 
complément et des Ag de classe 11 (Roitt et al., 1985). 

Le développement ultime (plasmocyte) dépendra d'une rencontre 
éventuelle avec un antigène spécifique et la stimulation en résultent (Figure 
5). La d1vers1f1cetion des cellules B se men1sfeste aussi per un sw1tch 
(·passage") de le partie constante de la chaîne lourde, des lgM eu cours de la 
réponse immunitaire (vers les lgG et lgE), suivent leur lieu d'action (lgA) ou 
l a spécificité du stimulus. Ce processus sera détaillé plus tard (cfr.2.3.4.). 
Malgré cette grende d1vers1té, un lymphocyte ne secrète qu'un seul type d'lg 
(Roitt et al., 1985). 

On retrouve normalement les plasmocytes dans les organes 
lymphoïdes secondaires. Ils représentent physiologiquement moins de 0, 11 
des lymphocytes B. Certaines cellules matures ne développent pas le matériel 
d' lg. Ces "cellules folliculaires" colonisent les centres germinatifs et 
constitueraient un pool de cellules mémoires. 

L'ontogenèse permet donc aux lymphocytes d'acquérir leur 
spécificité en terme d'enticorps, mais aussi de marqueurs membrena1res. 
Ceux-ci peuvent être le signe de fonctions très spécialisées et même de 
lignées cellulaires séparées. 

2.2. Moraueurs membronoi res. 

Le développement de le production d'anticorps monoclonaux a 
rendu possible une meilleure détermination des antigènes de surface. Ceux-ci 
ont été regroupés chez l'homme en Cluster de différenciation (CD) (Tableau 
Il l L'enalyse biochimique a montré une forte analogie entre les marqueurs CD 
humains et Ly murins (Huang et el., 1987). Cela e permis de découvrir que la 
structure générele et l'expression de certeins gènes ont été conservées au 
cours de l'évolution (lgM membreneires, récepteurs de cellules T â l'antigène, 
COS, .. .). 

Dans la majorité des cas, la fonction des molécules répertoriées 
est toujours obscure. On dispose néanmoins de diverses informations â leur 
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Antigffl formerly Mal. wt (kOa) Distribution Comments 

CD1a (01 49 thymocytes(~'œlls) 
CD1b CD1 45 thymocytes 
COie CD1 43 thymocytes 
CD2 50 Tœlls 
(03 20.26 Tœlls 
C04 60 Tsubstt 
CDS 67 Tœlls 
CD6 120 Tœlls 
C07 40 Tœlls fc..R 
(08 32 T~ 
CD9 24 monocytes, sn-8, plattlets 
(010 100 ~8.-cALL 
C011a Ct>.v18 180 (95} INcocytes 
CD11b CD11 160 (95} monocytes. granulocytes 
C011c 150 (95} monocytes (granulocytes) 
C0w12 monocytes, granulocytes, platelets 
C013 COw13 150 granulocytes, monocytes 
C014 COw14 monocytes (granulocytes} lfoRC 
(015 C0w15 granulocytes (monocytes} X hapten 
(016 50-60 grwilocytes FcR.c, 
C017 granulocytes, monocytes, platelets lactosyl-<eramide 
(018 95 leucocytes LfA·B 
(019 95 B cells 
CD20 35 B cells, FDRC 
CD21 140 B cells, FORC C3dR 
CD22 135 B cells 
C023 4S B subset, FDRC 
co2, • 45, 55, 65 B ce!ls, granulocytes 
C025 SS ,ctivated T cells ll·2R 
COw26 130 activated T cells 
CD27 12~>55 T œUs. plasma cell 
CD28 44 Tsubset p44(9.3} 
COw29 135 Tsubset 484 
(030 ICtivat!d T œlls, ,ctivated B cells Ki-1 
C031 13~140 monocytes, granulocytes, platelets (T cells) (bone marrow) ?gplla 
COw32 40 monocytes, granulocytes, platelets, 8 cells ?Fdl.t 
C033 67 fflY'logenous ltukaemia 
CD34 115 ffly!loid and lymphobtastic ltukaemia 
(035 220 granulocytes, monocytes, FDRC . CRl 
CD36 85 monocytes, platelets gplV 
(037 40-4S B ctlls 
(038 45 r!Strict!d multiple lineages 
CD39 80 B œlls, macrophages. vessels 
CDw40 50 B œlls, carcinomas, 'IRC gpllblllla 
CDw41 platelets gplb 
(Dw42 plateltts 
(043 9S T œlls, granulocytes, r!d cells. brain 
(044 65-aS T cells, pre-8, brain, granulocytes T200, LCA 
CD4S 220, 20S, 190, 180 leucocytes restricted T200 2H4 etc 
CD4SR 220,20S B cells, T ~. granulocytes, monocytes 

acAU. Cl)fflmc,ntype IC\Jtf ~ ~ -
'FORC • folliculir dffldritic l!ticulum œl~ 
'tRC • inttrdigit,ting miculum ctlls. 
Wtik INC1ions shown in piffflthtses. Molecullf Mights in kDI, Ill rtMtd ezctpt C027 125 ~reduœd-> 55 reduced. 
Hott thlt thf IIClfflffld,tv" C011,b,c, COl 11,b,c. C018. C027-tSA is prowisionll. lt hlS bftrl ~ by thf ~ notnfftCliturt comminft but still his te 
tif anMd br US-WHO. 

Jobleau Il : L1ste des pr1nc1peux merqueurs de surfece rêpertor1ês 
(d'eprès Shew, 1987). 
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sujet. Ainsi, CD21 a une fa1ble aff1nité pour le composant C3d du complément 

et est le recepteur de l'Epstein-Barr Virus (EBV). De même, CD23 pourrait 

agi r comme récepteur de la portion Fe des lgE (Teder et al., 1984). 

Pour certaines de ces molécules, nous possédons des données 

particulièrement précises. Un groupe important de molécules présentes sur 

les cellules B est constitué par les molécules de classe 11 du CNH. Chez 
l'homme et lo souris, ces hétérodimères sont formés chacun d'une chaîne et. et 

d'une chaîne~- Ils jouent un rôle déterminant dans la liaison des fragments 

d'antigène exogènes pro cessés, en permet tant 1 a fixation des récepteurs des 

lymphocytes sur l'antigène et en améliorant le processus de présentation de 

l'antigène. Leur expression sur les cellules humaines est déjà constatée au 

stade pré-B tandis que leur apparition sur les cellules murines ne se réalise 

pas avant la maturité des lymphocytes B. De plus, l'augmentation de ces 

mol écules est drastique (Roitt et al., 1985). Dans ces cas, le densité reflète 

donc l'état de maturité du lymphocyte B, son implication dans la réponse 

immune ainsi que sa sensibilité vis-à-vis des lymphokines (Mond et al., 1986). 

La mo 1 écule Ly 1 ou CD5, marqueur ubi qui ste des 1 ymphocytes T, a 

été découverte sur des cellules B murines et humaines. Les cellules BCD5 

sont peu présentes dans des conditions normales. Chez la souris, on en 

détecte dans 1 es rates néonata 1 es et dans 1 es cavités péritonéa 1 es f oeta 1 es et 

adultes. Par contre, on en trouve en quantité beaucoup plus importante chez 

des individus (souris et homme) souffrant de maladies auto-immunes ou 

inf ectés par un rétrovirus. Certaines caractéristiques suggérent une grande 

spécificité de ces cellules, donnant lieu de croire qu'il pourrait s'agir d'une 

li gnée B indépendante. Ce point précis sera développé plus tard (cfr. 3. )(Hardy 
et Hayakawa, 1986). 

Les I g sont parmi 1 es constituants majeurs de 1 a membrane des 

1 ymphocytes B. Ces récepteurs i mmunogl obul iniques sont 1 es pi li ers de 1 a 

réponse spécifique à l'antigène. Seule la présence d'une chaîne 

supplémentaire d'acides aminés hydrophobes à l'extrémité des ant1corps 

(assurant leur ancrage membranaire) les différencie des lg sécrétées. 
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Figure 6: Structure d'une lgG. 
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2.3. Les 1mmunoglobu11nes. 

2.3.1. Structure des immunoglobulines. 

Le structure de base des enticorps compte quetre cheînes 
protéiques : deu>< chaînes lourdes (H) de 55000 Daltons et deu>< chaînes 
légères (L) de 25000 Daltons. On ne rencontre, chez la plupart de vertébrés, 
que deux types de chaînes L : Kappa (K) et Lambda (A). Par contre, les chaînes 
H peuvent être Jl,'t, a., cet 6 caractérisant leur classe (lgM, lgG, lgA, lgE et lgD) 
et leur fonction. Pour une même molécule d'anticorps, les deu>< chaînes H et 
les deu>< chaînes L sont de même type. De plus, l'analyse biochimique a montré 
que chacune d'entre elles comporte une région variable d'un anticorps à 
l'autre (VL et VH) , a1ns1 qu'une rég1on constante (CL et CH)· C'est par la 

région variable que se fait la reconnaissance d'une partie de l'antigène : le 
détermincmt antigénique (Figure 6). 

La nature compte une infinité de tels déterminants. La quantité 
d'anticorps que doit produire un organisme pour répondre à cette diversité est 
également importante. Cependant, tous ne peuvent être totalement 
programmés dans l'ADN chromosomique. 11 n'existe pas de gène qui code pour 
chaque anticorps. On explique en fait la variété de leur spécificité par un 
remaniement génétique au sein des gènes codant pour 1 es parti es vari ab 1 es et 
constantes des I g (Roi tt et e 1., 1985). 

2.3.2. Organisation des gènes d'lg. et diversité. 

Chaque chaîne constituant l'anticorps est synthétisée d'une seule 
p1èce (un seul mRNA est porteur de l'information pour la région V et la rég1on 
C). Les gènes qui codent pour les régions V et C sont contigus sur le 
chromosome au moment où i 1 s sont transcrits en mRNA. Avent cet te 
transformation, les gènes V et C ont été choisis et transloqués l'un è côté de 
l'autre. La nature du gène V tnmsloqué et du gène c m1s en contact avec lu1 
définissent à ce moment la spécificité et la classe d'anticorps produits par 
le lymphocyte. 

11 existe 3 familles de gènes V et C: une pour les chaînes légères 
l, une pour x et une qu1 regroupe les gènes des d1fférentes classes de chaînes 
lourdes. Sur le chromosome codant pour la chaîne À (Figure 7), se trouve un 
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pool de gène V. un seul sera transcrit après avo1r été transloqué auprès d'un 
gène de fonction unique (J), lui même amené en amont d'un seul segment C 
codant pour la région constante J... C'est ce mécanisme de recombinaison d'un 
segment variable et d'une pièce de jonction qui est la base de la diversité des 
anticorps. Les segments codant pour les chaînes x subissent le même sort, 
mais les combinaisons possibles sont beaucoup plus nombreuses du fait de la 
plus grande hétérogénéité des gènes V et J (Figure 8). Les possibilités de 
diversification sont encore plus vastes au niveau des chaînes lourdes. L'ADN 
codtmt pour la part1e variable est formé de rassoc1at1on de trots types de 
segments génétiques (V-D-J) cho1s1s parm1 une centa1ne de gènes VH et 
quatre pièces JH en amont de 1 a série de gènes codant pour 1 a régi on 
constante. Entre les groupes de VH et JH, l'ADN compte une douzaine de petits 
segments, les pièces de diversités DH (Figure 9). 

_ De p 1 us, i 1 existe une diversité additionne 11 e qui engendre une 
variabi lÎé de recombimtison entre les gènes V et J. Le 95 ème résidus de la 
chaîne légère x est codé par le dernier codon du segment V tandis que le 
96ème l'est habituellement par le premier triplet de J. Cependant, le 96ème 
résidu est parfois codé par un triplet composite formé du second ou du 
troisième nucléotide de J, les autres provenant de l'intron situé en 3' du 
segment V. 

Des mutations somatiques apparaissant au cours de 1 a vie 
peuvent encore modifier les régions V et H. Enfin, l'association des chaînes 
Jourdes et légères se faisant au hasard, il en résulte une diversité 
supplémentaire des lg formés (Roitt et al, 1985). 

11 est donc clair que l'organisme est armé pour combattre un 
nombre infini d'antigènes exogènes. 

2.3.3. Classes d'immunoglobulines. 

On distingue chez les mammifères 5 classes d'immuno
globulines : lgG, lgM, lgD, lgA et lgE sur base de leur poids moléculaire, leur 
charge et leur compos1t1on en acides aminés (a.a.) et en sucres. A ces 
différences inter-classes s'ajoute une hétérogénéité â l'intérieur-même de 
certaines c 1 asses. 

La classe et la sous-classe sont déterminées par le type de 
chaîne lourde, à savoir ex., p, y, 6, J.l, c (classes) et 't1, 't2 y3 't4 01.1 et 01.2 (sous , , , 
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1 c1-n, ! lgG ~ lgM ~ lgA ~ lgD l lgE 

Chaîne lourde y p. (X, 6 C 

So~-cl~ 'f1 ,'f2,'f3,'f4 - (X, 1,(X.2 - -

w; lg sériques 70-75 10 15-20 <1 traces 

intra et extra intravasculaire sécrétions en membrane en membrane 

Comperti ment vasculaire séro- des lymphos des basophiles 

muqueuses circulants et mastocytes 

monomérique pentamérique monomérique monomérique monomérique 

Structure (homme) et di-

mérique(aulres 

mammifères) 

Ac de réponse Ac précoces Protection au Pas clairement Rôle dans les 

Fonctiorn, secondaire dirigés contre niveau des connu maladies d'hy -

biologiques essentiellement les agents in- muqueuses persensibilité 

anti-toxines fectieux (note) 

bactériennes 

MITE: les/~ sit:rltflires sont prqtlgès de la prqtitJ!gse griœ à se f:(Jmbifl8ison ai-w- une autre 

prq/èÏne, la pi«t! .sit:ri~flire. 

1 

Tableau 111 : Caractéristiques principales des 5 classes d'immunoglobulines 
(d'après Roitt et ol., 1965). 
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classes)(Ro1tt et 81., 1965). Des 1nform8t1ons plus préc1ses sont fourn1es au 
tableau 111. 

Malgré la diversité et le rôle spécifique de chaque immunoglo
buline, leur fonction primord1ale reste de lier l'antigène. 

2.3.4 Variation de classes d'immunoglobulines. 

Au cours d'une réponse 8nt1gén1que, 11 peut exister un 
changement dans 1 a c 1 asse d'anticorps produits. Ce phénomène est appe 1 é 
"class switch". 11 en résulte donc un ch8ngement important 8U niveau de la 
région constante des chaînes lourdes ou fragment Fe. Etant donné le rôle joué 
peir ce segment 1 ors 18 f 1 xeit 1 on des ant 1 corps 8UX basoph11 es et au système du 
complément, il s'ensuit une perturbation de ces fonctions. M8is, quelque soit 
la classe des anticorps produits, la cellule a eu un progéniteur exprimant des 
lgM. 

Au n1ve8u molécu181re, la rê8ssociation d'une même région 
Y8r18ble de 18 ch8Tne lourde (VH) avec une rég1on const8nte d1fférente de Cµ 

(codant pour l'lgM) résulte en fait d'une délétion plus ou moins étendue du 
DNA. 

Ce "class sw1tch" est sous le contrôle d'une série de lymphokines 
produites par les lymphocytes T. C'est le régulation isotypique gr6ce aux 
cellules T (Roitt et al., 1985). 

Ce processus n'est pas seulement réservé 8UX cellules B 
productrices d'lg (plasmocytes). Un lymphocyte B est perpétuellement soumis 
à une série de contrôles impliquant de multiples interactions cellulaires 
et/ou de nombreuses substances activatrices ou inhibitrices. 

2.4. Activation. pro 1 if érat ion et di ff érenci at ion. 

L'activation d'une cellule B est inhérente eu contact antigénique. 
Cette 1nformat1on peut être soit médiée par les lymphocytes T(Ag T
dépendants) soit liée à la fixationde l'Ag sur les lg membraneires (Ag T-indé
pendents). 

Tout ce processus permet d la cellule C'IU repos d'entrer dC'lns un 
cycle cellulaire normal. Une cellule activée pénètre en phase G 1 qui la 
prépare à une nouvelle synthèse de DNA.\lient ensuite la phase S (de synthèse) 
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Figure JO: Différents stedes du cycle cellulelre(d'eprès Wintrobe et el., 1974). 
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où le metér1el chromosomique est dup11qué. Elle est su1v1e de Je phese 62, 
ut i 1 e à 1 a préparation de l 8 mitose. La ce 11 ul e peut ensui te retourner au repos 
(en phase GO) ou recommencer un nouveau cycle (G 1). Le durée du cycle est 
t rès variable (surtout en G 1) suivant le type de cellule et l'espèce étudiée. 
E11e peut en effet var1er de a heures (ce11ules ép1thé11eles) à 100 jours 
(cellules è division très lente)(Wintrobe et al.1, 1976)(Figure 1 O). 

2.4.1. Rôle des récepteurs 1mmunoglobulin1ques dans ract1vetion des 
cellules B. 

Le réponse spécifique des cellules B à un Ag réside uniquement 
clans la fonct1on des récepteurs 1mmunoglobul1n1ques. Le sélect1on des clones 
en vue de leur croissance et de leur différencietion est réalisée gr&ce à 
l'appariement Ag-Récepteurs immunoglobuliniques de surface (Figure 11). 11 
a été démontré que ces lg sont de type lgM chez les lymphocytes B immatures 
de la moêlle osseuse tancl1s que que les cellules B matures coexpr1ment â la 
fois des lgM et des lgD (de même spécificité entigénique)(Selseno et 
el., 1974). 11 semble que seules les lgD interviennent dans le mécanisme 
d'ectivcition. Notons aussi que des enti-lg de surfcice ont une ciction anci1ogue 
aux Ag. 

Les récepteurs immunoglobuliniques agirciient soit activement 
(grâce eu cycle du phosphcitidyl inositol), soit passivement (vie 
l'internalisation de l'Ag)(Meino et el., 1975). 

2.4.2. Rôle des lymphocytes T dcins l'ectivation des cellules B. 

a). Présentation de 1 'Ag. 

Le point de départ de ce processus est 1 e reconnei ssence de 1 · Ag 
par les récepteurs spéc1f1ques des lymphocytes T. Celle-c1 requ1ert des 
conditions précises. L'Ag doit en effet être inséré dans la membrane d'une 
cellule autologue (Cellule Présentatrice de l'Ag) en association avec une 
molécule de classe 11. Cela nécessite donc le "processing" de l'Ag, c·est-6-
dire son 1nterna11sation, son c11vege protéique et enfin se réexpresston en 
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surfece. De plus, d'eutres f8cteurs e1dent è 18 st8b111s8t1on du complexe 
1 ymphocyte T-Ag-Cl 8668 11 (CD3, LFA 1, 1 CAM-1, .. .). 

b). Coopér8t1ons ce11u181res. 

11 est bien ét8bli que des inten,ctions cellulaires entre les 
lymphocytes B et T existent en vue de 1'é18bor8tion de 18 réponse humor81e 
spécifique (Figure 11). Les lymphocytes T helper y jouent un rôle centr81. L8 
fix8tion de ces cellules 8U complexe Ag-C18sse 11 déclenche 18 libér8tion 
d'lnterleukine 1 (IL-1) p8r les CPAg. L'IL-1 stimule 18 différenciation des 
lymphocytes T helper. Ceux-ci mettent 8lors en p18ce des récepteurs è IL-2 
et produisent cette lymphokine. L'IL-2 permet de soutenir 18 cro1ss8nce des 
1 ymphocytes T sen si bi 1 i sés et de produire p 1 usi eurs i nterl euki nes 8Qi ss8nt à 
3 nive8ux sur les lymphocytes B: 

-Activation des cellules au repos par l'IL-4. 
-Cro1ss8nce des cellules ectivées gr6ce à l'IL-5. 
-Diff érenci8tion fin81e 8Yec sécrétion import8nte dïg 
par 1'intermédi8ire de plusieurs lymphokines. 

1 ). Act1Y8t1on è l'IL-4. 

L'IL-4 8 été identifiée d8ns un surn8Qe8nt de culture à 18 
f ois de lignées de cellules T murines (EL4) et d'hybr1dome de lignées 
hum81nes. 58 pr1nc1p81e 8Ct1v1té est 1'1nduct1on de synthèse de DNA chez les 
cellules B 8U repos, m8is son rôle ne s'8rrête p8s hl (Tableau IV)(P8ul et 
Oh8r8, 1987). 

Les récepteurs à l'IL-4 sont l8rgement distribués sur les 
cellules de 18 lignée hém8topoiét1que comme les lymphocytes B et T et les 
macroph8ges. Les princip81es c8r8ctéristiques de ces récepteurs sont 
i ndiquées d8ns 1 e t8b l e8u \/. 

2). Contrôle de 18 croiss8nce. 

Toute stimul8tion permet à 18 cellule B 8U repos d'entrer 
en ph8se G 1 et de proliférer sous le contrôle d'une Y8riété de médiateurs 
générés P8r les lymphocytes T (lymphokines) et les monocytes (monokines). 
Certains de ces facteurs agissent en phase de transition G 1 /S et d'autres en 

18 



1. Apparent MW 
1. Number of amine acids 

Total 
Mature protein 

1. N-glyCOIYfation 1ites 
,. Sequence homotogy 
&. Genomic ltructure 
1. Chrom010me location 
7. Functiona lnduced 

1. Producers 

IL◄ 

MoUH Human 

IOK IOK 

140 153 
120 

3 2 
GM-CSF 

, exons 
Ch11 Ch5 

Induction of lgG, and lgE 
and suppression of lgG3 

and lgG2e in LPS blasts 
(BCDF-, or BCDFt) 

Induction of ctass Il MHC 
Induction of proliferation of 

anti-~-stimutated B cells 
(BCGFI) 

Induction of T cell growth 
(TCGF2) 

Induction of mast cell 
growth (MCGF2) _ 
(connective tissue type) 

Induction of F0tRII (CD23) 
on B cells 

Induction of growth of 
early lymphoid 
precursors 

T cells (Th2), mast cells 

Mouse HUIT\8n 

15-30K 

133 134 
113 (112) 

3 2 
IL-3 

• exons 
Ch11 Ch5 

Induction of prollferation of 
activated B cells (BCGFII) 

Induction of protiferation of 
BCL 1 (BCGFII) 

Induction of lg Nc,.tion ln 
primed B catis and BCL 1 
(TRF) 

Induction of lgA in LPS 
blasts (BCDFa) 

Induction of maturation of 
eosinophils (EDF) 

Induction of IL-2 receptor 
on T and B cells 

-Induction of cytotoxic T 
cells ln the presence of 
IL-2 (KHF) 

T cella (Th2) 

IL-6 

Mouse Human 

12-29K 21K 

211 212 
187 184 

0 2 
G-CSF 
6 axons 

Ch5 Ch7 
Induction of 1g production 

in B lymphobtastoid cells 
and activated B cens 
(BSF-2/BCDF) 

Antj.lL-6 inhibits PWM-lg 
production at late stage 

Hybridoma/plumacytoma 
growth factor (HPGF) 

Autocrine growth factor for 
human multiple 
myelomas 

Induction of cytotoxic T 
cella with IL-2 (CDF) 

tnduction of IL-2 
production ln T cells 
(TAF) 

Coltimutatory activity for T 
cell growth 

Multi-CSF activlty 
Induction of acute-phase 

proteins ln liver ceils 
(HSF) 

Induction of macrophage 
differentiation 

ln~uction of neural cell 
dlffe,.ntiation 

T cella, monocytes, B cells, 
fibrobluts, endothelial 
oells, keratinocytes, 
astrocytoma, . 
9lioblutoma, 
ceteosarcoma, bladder 
carcinoma, cardiac 
myxoma, myelomas 

Tableau IY : Stucture moléculaire et ecttvitê biologique de l'IL-4, l'IL-5 
et 1'1L-6(d'eprès Kishimoto et Hireno, 1989). 
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62. De plus, les cellules sont C8P8bles de produ1re leurs propres subst8nces 
réguletrices. 

-Fecteurs 8Q1Ss8nt sur 1'ét8pe de tr8nsit1on G 1 /S. 

11 e été proposé que des ce 11 ul es B ect i vées 
répondent â des monokines (fecteurs cc,) en fin de phase G 1 et ensuite â des 
lymphokines provenent de cellules T (fecteurs p). Le neture molécule1re du 
f8cteur cc, n·est P8S connue, mets cert81nes molécules 8PP8rtenent eu système 
du complément (comme C3b et C3d) semblent 8Qir de m8nière 8nalogue. L'IL-1 
est égelement capable de déclencher la croissance â ce stade (Gordon et 
81., 1966). 

-Fecteurs egissant sur la phese 62. 

Bien que les cellules B murines et hum8ines 
comportent beeucoup de récepteurs è l'IL-2 et prolifèrent en réponse è celle
ci (Karesuyama et a 1., 1988), 1 e rô 1 e de l'i L-5 est prépondérant dans 1 a 
croissence des cellules B. Malgré ses multiples ectivités (Tableau IV) et sa 
proximité moléculaire par rapport à l'IL-4, l'IL-5 fonctionne de menière 
totalement différente (K1n8sh1 et al., 1966). 

Les récepteurs â IL-5 sont exprimés sur des cellules 
B normales et leucémiques (BCLL 1). 11 existe des récepteurs â haute et besse 
effinités (Tableau Y). 

D'autres cytokines peuvent également déclencher une 
croissance des lymphocytes. Ainsi, l'interféron y potent1elise 18 prolifération 
des cellules B humaines activées p8r des anti-lg M et de l'IL-4 (Defrance et 
al., 1986). 

3). Contrôle de la production d'lg. 

L'étepe ultime de le maturetion des cellules B consiste en 
16 product 1 on d't1nt 1 corps spéc1 f 1 ques. 

-Rôle de l'IL-6 

La lymphokine 1mp11quée dans le développement final 
des lymphocytes B est appelée IL-6 (Kishimoto et Hirano, 1988). 
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INTRODUCTION 

Mult1fonct1onne11e comme les autres 1nterleuk1nes c1tées précédemment 
(Tableau IV), elle est produite par différents types de cellules, lymphoïdes 

ou non, soit constitutivement (monocytes), soit en réponse è un stimulus 

(lymphocytes T sous dépendance monocytaire). On pense que l'IL-6 dérivée de 

monocytes agit sur les lymphocytes T et que celle provemmt de cellules T 
active les lymphocytes B en vue d'une sécrétion d'lg (Garman et al., 1967). 

Les récepteurs è IL-6 sont dispersés sur des 

cellules lymphoïdes ou non (Tableau Y). Comme pour l'IL-5, il existe des 

récepteurs è haute et basse 8f fi ni tés. 

-Régul et ion isotypique. 

Les déterminants isotypiques (caractérisant chaque 
classe d'lg) intéressent principalement des séquences en a.a. des régions 
constantes des chaînes lourdes. Par l'intermédiaire de facteurs solubles, 

différentes souches de cellules T peuvent induire une série de classes 

préférentielles d'lg (Figure 12). Ainsi, l'IL-4 agit sur des cellules stimulées 

par des LPS (lipopolysaccharides bactériens) en faveur d'un switch vers les 
lgE et de 18 sous-cl8sse lgG 1 (Sn8pper et 81., 1988). 08ns les mêmes 

conditions, l'IL-5 influence positivement la production d'lgA. Ces deux 

1ymphok1nes seraient produites par une souche de cellules T appelées Th2. 
D'autre part, l'interféron 'r induit la sécrétion d'lgG28 

par des cellules spléniques de souris stimulées par des LPS. Ces cellules 
productrices sont nommées Th 1 (Coffm,m et al., 1966). 

Un animal en lymphocytose connaît une perturbation de tous ces 

processus physiologiques concernant les lymphocytes B. Ainsi, le bovin 

infecté possède des cellules B avec des marqueurs de surface inhabituels, è 
savoir une grande quantité d'lgM et un marqueur ubiquiste des T : le CDS 

(8USSi appelé Leu 1 ou Ly 1). 

Dans la partte sutvante, nous déta1llerons l'état actuel des 
connaissances sur 1 es 1 ymphocytes BCDS humains et muri ns. 
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3. LES CELLULES BCD5. 

Le molécule CDS est exprimée sur 18 majorité des cellules T 
périphériques chez l'homme tendis qu'il n'existe que peu de cellules B (pour le 
plupart dans 18 rate et les noeuds lymphoTdes foetaux) qu11a portent. 11 en est 
de même chez le bovin (Depelchin et al., 1989). 

3.1. Btochtmte du CDS, 

L'analogue murin de cette molécule (Ly 1) est beaucoup mieux 
connu. Le CDS est synthét 1 sé avec une régi on 1 eeder de 23 a.a. La protéine 
mature de 67000 Daltons consiste en une région aminoterminale de 347 a.a., 
un domaine transmembranaire de 30 résidus et une région carboxyterminale 
de 94 a.a.(où se trouvent les plus grandes ressemblances entre Ly 1 murin et 
CDS humain). 11 a été proposé que ces marqueurs fassent partie de la 
superfamille immunogobulinique (Huang et al., 1987). 

3.2. Fonctions du cos sur Ja cellule T. 

Des expériences chez 1 'homme et 1 a souris ont suggéré un rô 1 e 
régulatoire du CDS dans la prolifération des cellules T, mais aussi dans la 
production de médiateurs. Des anticorps ant i-CDS peuvent augmenter 1 a 
pro11fération de cellules stimulées par des mitogènes (PHA ou Con A) ou par 
la rencontre avec des Ag (anti-CD3, par exemple). Ils augmentent aussi la 
production d'IL-2 perces cellules, de même que l'expression de récepteurs ê 
IL-2 (Nishimura et al., 1988). Par ailleurs, le même phénomène est constaté 
dens l'espèce bovine (Letesson et al.1, 1990). L'ent1-CDS n·egit donc pas 
directement. En présence de PHA, il semble même mimer l'action de l'IL-1. Le 
CDS pourrait donc fonctionner comme récepteur â IL-1. 

D'autres hypothèses sont néanmoins permises, comme 
r expresston de néo-êp1topes de CDS (servant de s1te de liaison 6 l'IL-1) ou 
une modification d'affinité en faveur de l'IL-1 (Lôgdberg et al., 1985). 

Hollander ( 1982) suggére également une inhibition de cellules 
suppressi ves par 1 'ant i-CDS. 

21 



--- --- -- -

1 NTRODUCT ION 

une dern1ère hypothèse sur ce méc8n1sme d'ect1v8t1on provient 
de l'étude molécule1re du CDS. En effet, le forte homologie entre les régions 
cerbO)<yterminales huml!tines et murines indique une importance fonctionnelle 
de cette pnrtie de ln molécule. Plusieurs sites de phosphorylntion possibles 
(tyrosine, sérine et thréonine) y sont trouvés. Or, on conn8ît le rôle centrel de 
ces résidus eu n1 veeu des récepteurs de di vers f ecteurs de cro1 ssance et de 
produits d'oncogènes. 11 est possible que le ligand du CDS (encore inconnu 
nctuellement) cnuse une phosphorylntion de cette région (Hunng et 81., 1967). 

Pour en S8Yoir plus 8U sujet du CDS et des cellules le port8nt 
dens certeines conditions (infection perle BLV), il est nécesseire d'étudier le 
c8dre d'expression de cette molécule. 

3.3. Cellules BCDS. 

3.3.1.Histor1que. 

Le CDS 8 tout d'8bord été détecté sur les lymphocytes B hume1ns 
dans des ces de leucémies chroniques à cellules B (BCLL)( 1978) avent que son 
homologue murin ne soit décrit chez de vieilles souris normales (de souche 
BALB/C) einsi que sur plusieurs tumeurs B. 

Des 8nalyses en cytométr1e de flux ont ensuite prouvé la 
présence du CDS sur une petite population de cellules B à la fois chez des 
souris NZB (souffrant de meladie auto-immune) et chez certeines souches 
normnles (Hayakewa et el., 1983). 

L'an8lyse mult1peramétr1que a êg81ement montré que ces cellules 
étaient des constituents normaux de certains compartiments lymphoïdes 
(Caligeris-Cappio et al., 1982). Le CDS est le seul Ag de différenciation des 
cellules T qui a été trouvé sur des cellules B (Hcynknwe et Herdy, 1966). 
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3.3.2. Or1 g1 ne. 

Actuellement, deux hypothèses sont émises quent 6 l'origine des 
BCD5: 

- so1t des cellules, présentes en faible quantité 6 l'état 
normal, sont sélectionnées par un agent quelconque et prolifèrent suite à 
cette stimuletion. Il s·egirait dens ce ces d'une lignée distincte des lym
phocytes B classiques. 

- so1t des cellules B normales 8cquièrent le marqueur 
su1te à une stimulation. 

a). Lignée distincte BCDS. 

Cette hypothèse provient de 1 a différence constatée entre 
progéniteurs B normaux et BCD5 tant au niveau de la localisation dans les 
organes que de l'état de d1fférenc1at1on . 

Ainsi, chez l'homme, ces cellules 8pparaissent très tôt 
dans l'ontogenèse et ont une prédominance relative parmi les cellules B 
précoces (comparée 6 leur rareté chez l'adulte). Les BCD5 constituent une 
fraction importante des noeuds lymphoïdes après 17 semaines de gestation, 
mais aussi de la rate foetale (Hardy et Hayakawa, 1986). 

Au niveau murin, des études plus poussées ont remarqué 
que les cellules spléniques et péritonéales sont 6 301 Ly 1 + chez la jeune 
souris. Par ailleurs, le péritoine Q8rde ces cellules jusqu'à l'âge adulte. De 
plus, ces cellules sont capables de recoloniser un péritoine d'un receveur 
nouveau-né (allotype-congénique). Par contre, la moëlle osseuse reste 
insensible 6 ce transfert (Forster et Rajewsky, 1987). 

Ces résultats soutiennent donc l'hypothèse d'une lignée 
distincte générée tôt 8U cours de l'ontogenèse, loc8lisée en périphérie et se 
maintenant i ndépendemment de 1 a moê 11 e osseuse. 

b). Cellules B classiques activées. 

Un autre courant de chercheurs suggérent 1 'acquisition de 
ce marqueur suite à un processus d'activation. Il existe en effet divers 
indices montrant l'état activé des BCDS : leur augmentation de taille, la 
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fréquence plus élevée de cellules en phase S du cycle cellulaire (Werner

Favre et al., 1989), l'expression plus importante d'lgM et moindre d'lgD, la 
présence de certains Ag d'activation (B5, Récepteurs è l'IL-2, CD23) 

(Freedman et al.1, 1969) et leur prolifération, ainsi que la sécrétion 

d'anticorps déclenchées par l'ILS (Wetzel, 19B9). 
De p 1 us, certaines substances sont cepab 1 es d'induire 1 e 

CDS (TPA : 12-O-tétradécanoylphorbol 13-acétate) ou d'augmenter son 

occurence (PMA: Phorbol Méristate acétate). Les autres stimuli testés (EBV, 

ant 1-1 g, 1 L -4, 1 L -1 b et B Ce 11 Growth Factor) se sont montrés 1 ncapab 1 es de 

réaliser cela. 

D'autre part, lïl-4 inhibe spécifiquement l'expression du 
CD5 sur des cellules B normales ou BCLL stimulées ciu TPA et à lei PHA, alors 

qu'elle est sans effet sur d'autres Ag d'act1vat1on.(Freedman et 81.2, 19B9). 11 
semble donc que le TPA ou le PMA soient nécessaires à l'acquisition de 

récepteurs è l'IL-4 (Defrance et al., 1989). 

La quest1on de 1'or1g1ne des populat1ons est donc 101n d'être 

résolue. S'il existe plusieurs signes d'activation au niveau de ces cellules, il 

est certain qu'elles correspondent aussi è un pool de cellules présentes tôt 

dtms l'ontogenèse. Ces deux hypothèses, bien qu'opposées ciu départ, 
pourra1ent apporter chacune leur contr1but1on à rêcla1rc1ssement du 
problème des BCDS. 

3.3.3. Contrôle génét1que. 

Gr6ce à l'utilisation de souches murines, il a été possible 
d'établir des corrélations entre des pcirticulerités génétiques et l'expression 

de Ly 1. Certaines souches témoignent dé J à de 1 '1 nf 1 uence génétique sur 1 e 
taux de Ly 1 B dans le péritoine adulte. Le fait que les souris BALB/C ont un 

taux relativement élevé de Ly 1 B, comparées â d'autres comme les SJA, 

semble lié à l'expression codominante de plusieurs gènes (encore inconnus) 
(Hayakawa et al., 1966). 

Chez la souris "motheaten" portant l'allèle récessif meY sur le 

chromosome 6, toutes les cellules B sont Ly 1 +(Sidmtm et al., 1966). Au 

contraire, les souris Xid (qui souffrent d'une immunodéficience liée ciu 

chromosome X) ont un nombre faible de Ly 1 (Scher et al., 1976). 
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La mutat1on "nude" (sour1s athym1ques) ne paraît pas ag1r 

directement sur le nombre de Ly 1 B, ce qui implique leur indépendance de 

génération par rapport au thymus (Hayakawa et al., 1986). 

11 est toujours difficile de savoir si ces caractéristiques sont 

1nhérentes à une souche. 11 est néanmo1ns cla1r que la pro11férat1on des Ly 1 B 

est fortement régulée par certains gènes. 

Le stade ultime de cette prolifération anormale conduit souvent 

à un développement tumoral contrôlé par d'autres facteurs génétiQues. 

3.3.4. Tumorogenèse. 

a). Cellules prémalignes. 

En plus de leur capacité proliférative découverte chez les NZB et 

certaines vieilles souris BALB/C, les Ly 1 B sont relativement bien 

rediorésistantes, comparées aux cellules normales. Ces signes constituent 

l'image potentielle d'un lymphome pré-malin (Hayakawa et Hardy, 1988). 

Chez l'homme, les patients atteints d'arthrite rhumatoïde 

comportent un taux élevé de BCDS. Or, ils sont connus pour avoi r une 

propension plus importante à développer des tumeurs (Plater-Zyberk et 
ol., 1985). 

De toute man1ère, le stade pré-ma11n n·est qu·une étape du 

processus de prolifération. 

b). Cellules ma11gnes et transformation de lignées cellulaires. 

Des investigations réalisées sur plusieurs lignées tumorales 

suggérent un copocité proliférotive des Ly 1 B. Ces cellules sont 

const1tut1ves de beaucoup de tumeurs murines. Un grand nombre de 

lymphomes l'exprime in vivo soit spontanément, soit par induction virale 

(Hardy et Hayakawa, 1986). 

Des lignées de cellules bovines établies à portir de tumeur ou de 

sang d'animaux en phase tumorale de leucose présentent toutes ces 

marqueurs (Letesson et al.2, 1990). 
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Les Ly 1 B montrent auss1 des caractér1 st 1 ques un1 ques en 
culture. Temdis que la plupart des cellules B d'organes lymphoïdes péri
phér1ques ne survivent pas en culture è court terme, les Ly 1 B. ont une 
existence prolongée 8 long terme. Br8un ( 1983) 8 montré que les cellules B 
lgM+ survivant à long terme exprtment toutes à b8s nt veau Ly 1, des chaînes À 

(très rares chez la souris) et montrent aussi une hyperexpression et une 
amplification de l'oncogène c-myc. 

Au n1veau mur1n, la mejor1té des cellules trensformées par des 
rétrovirus expriment Ly 1. Celles-et ont un phénotype précurseur B/myéloide 
(Hayakawa et Hardy, 1988). Par ailleurs, on retrouve ce phénomène au niveau 
des lignées tumon~les bovines (Letesson et al . 2, 1990). Certaines de ces 
cellules se d1fférencient même en mecrophages. 11 pourreit donc exister un 
processus commun de différenciation B/myéloide. La grande occurence de 
Ly 1 B pourrait refléter soit une transformation rétroviral soit une haute 
fréquence de génération Ly 1 B parmi le pool de cellules B (Hayakawa et 
Hardy, 1988). 

3.3.5. Car8ctéri st i ques phénotypiques. 

L'expression du CDS est souvent corrélée à 18 présence d'autres 
m8rqueurs et è certaines caractéristiques propres à ces cellules. 

8). Morphologie et expression de merqueurs de surface. 

Bien qu'exprimant les principaux merqueurs de lymphocytes B, 
1 es Ly 1 B de NZB et BALB/C sont rel 8t i vement pl us gnmdes et pl us 
granuleuses que les cellules normales, mais moins cependant que les cellules 
myéloides (Hayakawa et Hardy, 1988). Les études chez l'homme et la souris 
prouvent l'expression sur ces cellules de CD 11 b et CD 11 c. Ces molécules, 
récepteurs du C3bi, sont responsables au n1veau des monocytes des processus 
d'adhésion. 11 reste à déterminer le rôle exact de ces antigènes dans le 
contexte des BCDS (De 18 Hera et 81., 1988). 

Enfin, l'expression du CDS est dix fois moins importante sur les 
lymphocytes B que sur les lymphocytes T. 
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b). Cycle ce11u1a1re. 

Chez le souris, les BCD5 ne sont pas restreintes è un stade 
particulier du cycle. Bien quelles soient capables de régénéretion, le plupart 
de ces cellules ne sont pas en phase ect1ve (Heyekewe et Hardy, 1988). Cec1 
est confirmé par les travaux de Forster et Rejewsky( 1987), mais en 
contrediction evec ceux de Rebinovitch (cités per Forster et Rejewsky, 1987). 
Ce dernier prétend en effet que les Ly 1 B sont activées, mais arrêtées en 
phase S. 

c). Expression d'isotypes d'immunoglobulines. 

La plupart des Ly 1 B expriment une grande quantité d'lgM 
membraneires, mais peu d'lgD. Par ailleurs,le CDS apparaîtrait avent les lgM 
au cours de 1 'ontogenèse (Heyekawe et Hardy, 1988). On ne possède pes de 
preuve d'un éventuel "switch" vers lgG plus tard ou de l'existence d'une 
régulation isotypique préférentielle. La découverte d'une présence importante 
de chaînès À membranaires suggére une régulation génique unique. Cependant, 
ces cellules continuent è synthétiser des chaînes x internes et connaissent 
des nouveaux réarrangements de 18 région génique JH des chaînes lourdes. 
Dans ce cas, les chaînes 1e présentent des a.a. inhabituels rendant leur 
fixation avec une chaîne lourde impossible. La coexpression des deux chaînes 
légères est toujours incomprise en vertu de le théorie d'exclusion ellélique. 

Des études contradi toi res perlent aussi de Ly 1 B comportent des 
J1 sans chaînes légères et des remplacement de gènes de parties variables de 
chaînes lourdes (Hardy et al., 1986). Une telle experience a été également 
rapportée dans le cas de certaines lignées établies bovines (Letesson et 
61.2, 1990). 

3.3.6. Cerectéristiques physiologiques. 

a). Sécrétion d'auto-anticorps. 

Chez certaines souches mur1nes, la présence du cos semble 
correlée è la production spontanée d'lgM et principalement d'auto-anticorps. 
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Ainsi, les cellui'es spléniques NZB sécrètent un t8ux élevé 
d'anticorps tmti-DNA simple brin, anti-Ag de surface de thymocytes et anti 
érythrocytes de souris traités â le bromeline (BrMRBC) (Hayakewa et 
al., 1964). 

Les Ly 1 B de souris BALB/C possèdent auss1 ce genre de capacité. 
Les cellules enti-BrMRBC peuvent être détectées dans la r8te, mais leur 
stimulation antigénique par les érythrocytes n'augmente pas leur fréquence. 
Bien que les LPS augmentent la sécretion de ces auto-anticorps, les effets 
st1mulato1res dQs è la flore 1ntest1na1e sont peu probables car un an1ma1 
·germ-free· possède spontanément des cellules productrices d'anti-BrMRBC. 
On ne sait pas encore si les Ly 1 B sont responsables d'une variété d'8utres 
auto-anticorps chez la souris normale. (Cunningham, 1974). 

Chez l'homme, les BCDS ne secrètent P8S spontenément des euto
anticorps, m8is une stimul8tion avec des staphyloccoques dorés induit des 
auto-anticorps 8ppelés facteurs rhumatcùdes (lgM anti-lgG). Ceci est 
vraissemblablement lié â la présence importante de BCD5 chez les patients 
souffrant d'arthrite rhumato1de (Hardy et 81., 1987). 

Un population BCD5 infectée par l'EBV produit aussi une série 
d'auto-anticorps : lgM et lgG anti-DNA, lgM anti-lgG, lgM anti-thyroglobine. 
Ces anticorps semblent polyréactifs (Casali et al., 1987). Comme ceux-ci sont 
détectés fac11ement lors d'une réponse 1mmunitaire classique 
(Dzi arski, 1982), i 1 est possi b 1 e que 1 es BCDS soient une première 1 i gne de 
défense contre une attaque extérieure. 

b). Réponse aux antigènes de labonttoire. 

La contribution des Ly 1 B il la réponse humorale vis-il-vis 
de la plupart des ant1gènes est faible par repport ê leur propans1on ê sécréter 
des auto-tmticorps (H8yakawa et al., 1984). Cela suggére que ces cellules 
possédent un répertoire restreint d'lgG et risque de poser certains problèmes 
de réactivité è toute attaque exogène (Hayakawa et Hardy, 1988). 
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But du trovoi 1. 

Le processus lymphobl8st1que et 1'1dent1f1c8t1on des cellules 
BCDS permettent d'ét8blir un p8r811élisme entre 18 leucose bovine et 18 
leucémie lymphocyteire chronique chez l'homme. Chez le souris, il existe 
ectuellement deux hypothèses QU8nt à l'origine des BCDS, à S8Yoir une lignée 
d1st1ncte ou une populetton 8Y8nt 8CQu1s ce m8rQueur sutte 6 une 8ct1Y8t1on. 

Notre but sere d'epporter une contribution 6 l'écleircissement de 
l'origine de ces cellules eu niveeu bovin eu trevers de l'étude de certeines de 
leurs caractéristiques. Dans cette optique, nous aborderons plus 
pert1cu11èrement le phénotype des cellules BCDS, leur êt8t d'8ct1Y8t1on (p8r 
l'entremise du cycle ce11u18ire) et leurs c8p8cités de prolif éretion et de 
synthèse in ~itr{I Cette epproche permettre peut-être d'émettre des 
hypothèses eu niveeu du mode d'8ction du BLV et de son implicetion dens le 
perturb8t1on du système lymphocytetre B chez le bov1n. 
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Numérœ Dete de Groupe Titre anti- Nombre de Nombre de Nombre de 

des bovidés naissance d'âge BLVen lympho- lympho- lympho-

ELISA cytes/µ1 cytes/µl cytes/µ1 

admis excédent 

phipiolo-

giquement 

(Note) 

71 01/07/86 4-5 ans 14580 6591 6500 Norrnel 

132 03/83 >6 ans 14580 10124 5500 4624 

77 18/07/86 4-5 ans 43740 16305 6500 9805 

163 08/84 >6ans 43740 20689 5500 15189 

76 18/07/86 4-5 ans 43740 23709 6500 17209 

Teble8u VI : Liste des animaux leucosiques étudiés. Les données relatives 
à ces individus nous ont été fournies par l'Institut National de 
Recherche Vétérinaire. 

Nate. ·Les Qll8nt ités de IJ1mphoc11tes c01JSidérées comme 

norm8/es polir lin 8nim8/ d~Jn âge précis sont réperton·ées 

d8ns plllsiellrs t8bles de références. Les ~8/ellrs indiq11ées 

d~ns ce t ~ble~ll s )nspirent de /8 clé e11ropéenne 

(Str8t1b, / 987) 



MATERIEL ET METHODES 

1. ANIMAUX. 

Les cellules qui font l'objet de notre étude sont isolées è partir 
de sang bovin. Les animaux non infectés proviennent d'exploitations agricoles 
privées de la région tandis que les animaux 1eucos1ques ont été m1s è notre 
disposition par le Professeur Mammer1ckx de l'Institut National de 
Recherches Vétérinaires. Leurs principales caractéristiques sont indiquées 
au tableau VI. 

2. OBTENTION DES CELLULES. 

2.1 . Prélèvements sanguins. 

Le sang est prélevé stérilement au niveau de la veine jugulaire 
de ran1ma1 et 1mmêd1atement mêlangê 6 1 oi de PBS-EDTA (2) (Phosphate 
Buffer Saline-Ethylène diamine tétracétate). L'EDT A est agent anti-coagulant 
qui agit en chélateur des ions calcium, éléments essentiels au processus de 
coagulation. 

2.2 Isolement des cellules. 

Le sang est réparti dans des tubes stériles de 50 ml (Nunc) que 
l'on soumet è une cent ri f uget ion de 1500 g pendent 15 minutes. Au terme de 
cette étape, le plasma est séparé du culot par une couche de cellules 
mononucléées : le buffy-goat (figure 13). Ce dernier est récupéré è l'aide 
d'une pipette pesteur et dilué eu m1n1mun deux fois dens du tampon PBS ( 1). 

Les étapes suivantes se présentent comme suit : 
-Déposer 20 ml de la suspension cellulaire sur 15 ml de ficoll-Urograf
f1ne(3) et centrifuger dens ce gredtent de densité è 1000 g pendent 25 
minutes. Ce stade a pour but de séparer les cellules mononucléées des 
globules rouges prélevés en même temps lors de le récolte du buffy-coet 
(Spooner et al, 1978). 

-Récolter les cellules 6 l'interface et diluer en PBS. 
-Centrifuger 1 O minutes è 200 g. 
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( 1) fB..S_(Phosphate buffer sa11ne) 
KCl( ucb) 
KH2P04 (Merck) 
NaCl (Merck) 
Na2HP04_2H20 (ucb) 

pH= 7,4 

(2) PBS-EDT A. 

200 mg/1 d'eau di st i 11 ée 
200 

6000 
1440 

No2EDTA (sel bisodique de l'ocide éthylène diomine tétroocétique) 

1,51 en PBS 
pH= 7-7,2 

(3) Fico11-Urograffine. 
Ficoll 7,65 gr 
Eau distillée 100 ml 
Urograff 1 ne 18 gr 

Ajuster â pH 7,4 
o den si té 1,007 ou réf roctomètre 



(4) NH4Cl (ucb) 

0,75 g pour 100 ml d'ee1u distillée 
pH= 7,4 

(5) Bromure d"éthidium-ecridine oronge ( 1 oox concentré) 

-50 mg d'éthidium bromide 
- 15 mg d'acr1 d1 ne orange 
-Dissoudre dans 1 ml d'éthanol 951 et 49 ml d'eau distillée. 
-Répartir en aliquots de 1 ml et stocker à -20°C. 

Une solution 1 X concentrée est préparée en diluant un aliquot 1 00X en PBS. 
Elle peut être stockée un mois à 4°C. 



(4) NH4Cl (ucb) 

0, 75 g pour 100 ml d'e"u distillée 
pH= 7,4 

(5) Bromure d"éthidium-ocddine oronge ( 1 oox concentré) 

-50 mg d'éthi di um bromi de 
-15 mg d'8cr1d1ne or8nge 
-Dissoudre d8ns 1 ml d'éth8nol 95:g et 49 ml d'e8u distillée. 
-Rép8rtir en aliquots de 1 ml et stocker à -20°c. 

Une so 1 ut ion 1 X concentrée est préparée en diluant un a 1 i quot 1 oox en PBS. 
El 1 e peut être stockée un mois à 4°C. 
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-Resuspendre le culot cellula1re dans du NH4Cl o, 14M (4). Ce traitement est 

lyt1que pour les globules rouges persistants, mais ne se pratique qu'au cas 

où il subsisterait trop de globules rouges après le stade "ficoll". 

-Centrifuger 1 O minutes il 200 g, 

-Elf m1ner le surnageant et laver deux fo1s les cellules en PEIS au moyen de 

centrifugations de 1 O minutes à 11 o g. Cette réduction de vitesse limite 

la sédimentation des thrombocytes et permet ainsi leur élimination. 

2.3 Conservation des cellules 

Les cellules sont conservées sous azote liquide. Dans ce but, 

elles sont resuspendues à 1 o ou 20 106/ml à 4°C dans du FCS (Fetal Calf 
Serum : sérum de veau foetal) + 10% de DMSO (Diméthylsulf oxyde,ucb), agent 

cryoprotecteur mais toxique pour les cellules à température ambiante. 

Cette suspension cellulaire est répartie en aliquots de 1 ml dans 

des cryotubes (Nunc). Après avoir été placés dans une boîte en fr1gol 1te, 

ceux-ci sont placés à -70°C. La frigolite assure une diminution progressive 

de la température. Après 24 heures, les cryotubes sont transférés dans 

l'azote liquide à -196°C. Lors de leur utilisation, les cellules sont rapidement 

décongelées au ba1n-marie à 37°C., pui s immédiatement lavées troi s fois en 

PBS afin d'éliminer le DMSO. La viabilité est estimée au microscope à 
fl uorescence après coloration au bromure d'éthidium bromide-acridine orange 

(5). Les cellules mortes sont colorées en rouge tandis que les cellules 

vivantes apparaissent en vert. 
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Acm. Orioine c;ble Cellules concernées lsotype Dilution Référence, 

finale 

1H4 surnageant chaînesµ Lymphocytes B ICJ(,1 1/2 Letesson et el . 

( 1985). 

3B8 surnageant ch.légères Lymphocytes B ICJ(,1 1/2 Letes3on et el., 

( 1985). 

1C8 surnageant IQG 1 Lymphocvte, B IQG 1 1/2 Letesson et al., 

( 1985). 

8C11 surnegeent CDS Lymphocytes T cles- lgG2e 1/2 Depelchi net al., 

siques et B leucœiques ( 1989). 

ILA42 ascite CD2 Lymphocytes T lgG2a 1/1000 Dr.Neessens, 

ILRAD, Nairobi, 

Kenya. 

ILA57 ascite CD6 Lymphocytes T lgG2a 1/1000 Dr.Naessens, 
ILRAD, Nairobi, 

Kenya . 

2G1 surnageant CD11c Monocytes, PMH, LT lgG1 1/5 Delcommenne et 

activés et néoplasi- el. (manuscrit en 

ques, NK et peu de LT et préparation) . 

LB classiques (Note) 

ILA15 ascite CD11b Monocytes, PMH, IQG2e 1/200 Dr .Naessens, 

orends 1 ymphocytes ILRAD, Nairobi, 

granuleux (Note) Kenya. 

7C7 surnegeant Ag de LB,LT ectivés,mecro- lgG2a 1/2 Letesson et al. 

classe Il phage,, cellules endo- ( 1983) . 

théliales et de Lenghe-

rens( Roitt et el., 1985) 

11 B2 surnegeant Ag de cellules nucléées lgG2a 1/2 Letesso n et a 1. 

classe 1 ( 1986). 

Ant1- sérum Récepteurs LB et T ectiv6es lgG 1/100 Dr .Dobbeleere 

Tac ooluclonal à IL-2 (fRG) 

l!Pk:,.., ,Umi#t,'gn,: 

-L T ,t 6: lvmph«'vt~ T n 8 

-PMN : PtJlvmtJrphfJnœlhirlS 

-IIJ.' : Jl#l11r1I 1:1·11,rs 

.:.?_,I Stluras .· 

-Ri'6I n 1/., 1968. 

-Chltl/Jurn ,t 11., 1990. 

Jobleou VII : Cerectéristiques principeles des enticorps monocloneux 
utilisés dens ce treveil. 
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3. MA ROUAGE EN I MMUNOFLUORESCENCE. 

Le marquage en immunofluorescence et l'analyse en cytométrie 

de f 1 ux permettent de rendre compte du phénotype membnmoi re et donc de 

l'identité des cellules concernées, ma1s auss1 d'appréc1er Quantitativement 

l eur contenu en acides nucléiques. 

3. 1. Dêtect1 on d'anti gênes membranoi res. 

3.1 .1. Anticorps monoclonoux utilisés. 

Les différents anticorps ut i 1 i sés pour 1 e marquage membranai re 

sont repris dans le tableau VI 1 .. de même que certaines caractéristiques s·y 

rapportont. La technique de production d'anticorps monoc 1 onoux est réa 1 i sée 

suivant deux voies principales. Ils peuvent être récoltés dans un surnageant 

de ce 11 ul es hybrides spécifiques ou provenir de 1 i qui des d'ascites après 

implantation de la tumeur in vivo. 

3.1.2. Marquage des antigènes en immunofluorescence. 

La détection d'Ag se réalise soit de monière indirecte (anticorps 

fluorescent dirigé contre 1 es anticorps spécifique de 1 a ci b 1 e), soit de 

manière directe (anticorps spécifique coup 1 é directement au composé 

fluorescent). 

a). Méthode indirecte. 

Les cellules sont resuspendues o 30. 106/ml en PBS-NoN3.0, 1 i à 

4°C. Cette température permet d'éviter le phénomène de capping c·est-à-dire 

le rassemblement d'antigènes à un pôle de la cellule. 

Le marquage est réalisé en micropuits à fond cônique 
(Loborotoire Bioplost Medicol). A 50 _µ1 de suspension celluloire, sont ojoutés 

50 _µ1 de monoclonal en solution PBS-NaN3_ 
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Perle su1te : 
-Incuber 30 minutes â 4°C. 
-Après eYoir complété les puits eYec du PBS-NeN3, centrifuger â 200 g 
pendent 5 minutes. 

-Les puits eyent été vidés, resuspendre le culot dans 50 µ1 de SAM-FITC 
(Sheep enti-Mouse : anticorps de mouton enti-immunoglobulines de souris 
couplés è l'isothiocyenete de fluorescéine, Amershem) dilué 1 /50 dens du 
PBS-NeiN3 + 101 de sérum bovin normal. 

-Incuber 30 minutes 6 4°C. 
-Après un nouveau levage en PBS-NeN3, centrifuger ê 200 g pendent 
5 minutes. 

-Resuspendre le culot dens 50 J1l de PBS-NeN3. On peut y ajouter éYentuel
lement 50 J1l de formol 21 en PBS, ce qui permet le fhcetion et le 
conservation des cellules â 4°C. en vue d'une observation ultérieure. 

L'avantage de cette méthode consiste en l'amplification du signal par 
nmt1corps secondaire (SAM). Néenmo1ns, le risque de réaction croisée avec 
celui-ci subsiste. C'est pour limiter cette adsorption non spécifique qu'est 
ut 1 i sé 1 e sérum bovin norme 1. 

b). Méthode directe. 

Les conditions d'expériences sont analogues d celles utilisées en 
méthode 1nd1recte. Cependant, après l'ajout du monoclonal couplé, le temps 
d'incub8tion se limite â 1 O minutes. Le SAM-FITC n'éttmt plus nécess8ire, 
cette technique présente une grande rapidité de mise en oeuvre et permet de 
diminuer les interférences. 

3.1.3. Observation des cellules. 

Après merqueige, les cellules peuvent être observées eu 
microscope â fluorescence ou eu FACSter (Fluorescence Activeted Cell 
Sorter, Beckton-Dickinson). Ce cytomètre de flux permet l'enelyse d'un 
nombre de cellules( 1000-10.000 contre 100-200 pour le microscope â 
f luorescence) et donc une meilleure étude stetist1que. De plus, chaque cellule 
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(6) Coloratton ou Mou-&runwold-61emso. 

40 106 cellules sont resuspendues dans 1 ml d'une solution è 501 Necl 
7gr/1 et 501 sérum bovin normal. Elles sont étalées sur une lame préala
blement dégraissée. 

Pour 1 a sui te des opérations : 
-Laisser évaporer 1 e li qui de d 37°C. 
- couvrtr les James de May-Grunwald pur pendant 3 6 5 m1nutes. 
-Traiter les lames avec du May-Grunwald 501 en eau distillée pendant 1 
minute. 

-Tremper ensuite les lames pendant 15 minutes dans du Giemsa dilué d 
ra1son d'une goutte/ml d'eau d1st111ée. 

-Laver è l'eau distillée 30 secondes. 
-Décolorer è l'acide borique 11 en eau distillée pendant 4-5 minutes. 
-Monter les lames et observer en microscopie optique 



MATERIEL ET METHODES 

peut-être analysée su1vant quatre paramètres (la ta111e, la granulos1té et 2 
types de fluorescence). 

3.2 Détect1on des ac1des nucléiques. 

Le marquage des acides nucléiques est également réalisé en 
immunofluorescence. · Comme nous l'avons évoqué précédemment le cycle 
cellulaire se définit par l'ensemble des processus responsables de la 
prolifération des cellules. 11 est constitué de 5 phases : GO, G 1, S, G2 et M 
(mitose). Les cellules capables de se multiplier ont un contenu en DNA 
voriable selon le stode du cycle. Les phoses GO et G 1 sont coroctérisées por 
un DNA 2n tand1s que G2 et M sont représentés par un contenu nuclé1Que 4n. La 
phase S constitue l'étape 1 ntermédi aire entre 2n et 4n. 

Sur base d'une simple coloration stoechiométrique du DNA, il 
n'est donc poss1ble que distinguer trois phases: GO/G 1, S et G2/M. Les 
cellules en mitose sont v1s1bles en m1croscop1e optique par coloration au 
May-Grunwald-Giemsa (6). L'estimation de la fraction de cellules en phase S 
est cependant difficile car les cellules au début et en fin de S sont 
comptoblisées respectivement en G 1 et G2. Des procédés mathématiques 
assez lourds existent pour extra1re les trois phases. Néanmoins, 1'ut1l1sation 
de molécules comme la bromodéoxyuridine (BrdU) a simplifié considé
rablement cette approche (Greimers, 1990). 

3.2. 1. Est 1 mati on des f ract 1 ons GO/G 1, s et G2/M par marquage à 
l'iodure de propidium et analyse mathématique. 

a). Préparat 1 on des ce 11 ul es au marquage. 

L'estimation quantitative du DNA cellulaire a été permise grâce à 
l'utilisotion de l'iodure de prop1dium (I.P.) (Calbiochem) qui s'associe aux 
bases nue l éot i di ques . 

Les cellules, après avoir été lavées deux fois en PBS, sont 
resuspendues dans 1 00 _µ 1 de PBS-NaN3 O, 1 % à 4°C. 

Les étapes suivantes se présentent comme suit: 
-Ajouter à la suspension 2 ml d'éthanol fro1d (Merck) à 70% en eau d1st111ée 

et cela goutte à goutte tout en agitant au vortex (4°C.). Ce stade est le plus 
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(7) Nodè 1 e DO 1 unOmi el gl obel, 

A1 [ 1 (X - P.1)2] A2 [ 1 (X - JJ.2)
2] Y(x) = .. r:.- exp - -2 + ... 12" exp - -2 + P(x) 

v~u1 u, v~~ ~ 

où x = 1 ntens1 té de f 1 uorescence 
A= nombre de cellules 
a= dévietion stenderd 
J1 = moyenne du pic 

Les indices 1 et 2 représentent les pics concernés (respectivement GO/G 1 et 
62/M) et P(x), le polynôme du second degré dé11m1tent le phese S. 

(8) Polynôme du second degré. 

où e,b et c sont les paramètres du polynôme d ajuster aux points 
expêr1 menteux. 

Le phese S est divisée en N compartiments, checun représenté par un modèle 
gaussien. (d'après Dean, 1985). 
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cr1t1que du procédé car la format1on d'agrégats est révers1ble. c·est la 
raison pour laquelle la fixation doit être lente, très agitée et se dérouler â 
froid. 

- Incuber 30 minutes à 0°c. 
-Ajouter 2 ml de HCl (Merck) 4N goutte 6 goutte au vortex (température 

ambhmte) pour dénaturer le RNA. 
- Incuber 30 minutes à température ambiante. 
-Centrifuger 5 minutes à 500 g et resuspendre le culot dems 1 0 ml de 

Na2B407 (Merck) o, 1 N pH6,5 pour neutret1ser 1'ac1de. 
-Incuber 15 minutes température ambiante. 
-Centrifuger 5 minutes 500 g. 
-Resuspendre le culot dtms 100 Jll de PBS Tween 0,51. 
-Ajouter 200 Jll d'I.P. 6 1 o J1Qr/m1 dans du PBS Tween 0,51. 

Le f1 uorescence résultante est détectée au F ACS entre 560 et 600 nm. 

b). Analyse des résultats. 

L'histogramme global est généralement constitué de 2 pics 
séparés par un plateau. Le pic le plus élevé correspond aux cellules 2n et le 
second aux cellules 4n. Le plateau donne une idée des cellules en phase de 
synthèse. Cette fonction tripertite est représentée per un modèle polynômiel 
(7), la phase S étant estimée par un polynôme du second degré (8) et les pics 
selon une 101 normele (Dean, 1965). Le fonct1on générale est ajustée eux 
points expérimentaux par une procédure itérative de recherche du minimum 
de le somme des carrés des écarts résiduels (entre les points expérimentaux 
et la courbe). 

Cette technique permet la détection d ·une quantité 2n ou 4n en 
0NA. Néanmoins, une cellule binucléée contiendrait égelement un DNA 4n, 
melgré qu'elle soit eu repos. 11 est donc nécesseire de confirmer les résultats 
prédits par l'analyse cellulaire. La méthode utilisée consiste en une 
col onit ion des noyaux seuls. 

Principe de 1 a méthode (Yi nde 1 ov, 1983): 
-Après lavage, resuspendre 106 cellules dans 200 Jll de tampon citrate (9). 

-Ajouter 6 la suspension cellulaire 1800 Jll d'une solution trypsinée ( 1 O) et 
mélanger délicatement. 
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(9) Iomoon c1 trote. 

Sucrose (BDH) 
Tr1sod1um citrote.2H20 (Merck) 

Eau d1 st 111 êe 

85,5 gr 
11,76 gr 

800 ml 
A cette solution sont ejoutés 50 ml de DMS0. Elle est ensuite complétée 
j usqu'è 1000 m 1 per de l'eau di st 111 ée et 1 e pH est ajusté è 7 ,6. 

c 1 o> so1ut1on truos1nêe. 

Trypsine (Gibco) 
Solution stock 
pH= 7,6 

( 11) 1 nhi bi teur de trypsine (Sigma) 
Ribonucléose A (Sigmo) 
Solut1on stock 
pH= 7,6 

15 mgr 
500 ml 

250 mgr 
50 mgr 

500 ml 

( 12) Iodure de propidium (Colbiochem) 208 mgr 
Sperm1ne têtrahydrochlor1de (S1gma) 560 mgr 
Solution stock 500 ml 

pH= 7,6 

so1ut1on stock. 
Trisodium citrate.2H20 (Merck) 2000 mgr 
Nodinet P40 (NP40,She11) 2000 Jll (0, 1 % V/V) 

Sperminetétrahydrochloride (Sigmo) 1044 mgr 
Tr1 s(-hydroxyméthyl )-ami nomêthane 121 mgr 
Eau distillée 2000 ml 
pH= 7,6 
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-Incuber è tempéreture amb1'mte pendant 1 0 mtnutes (durent lesquelles on 
agtte 5-6 fots la préparatton). 

-Ajouter 1500 pl d'une solution comprenant un inhibiteur de trypsine et de 
la ribonucléase A ( 11). 

-1 ncuber è tempéreture ambt ante pendant 1 o mt nutes. . 
-Ajouter 1500 pl d'une solution glacée contenant de 1'I.P. et de la 
spermine( 12) (qui stabilise les noyaw<). 

La solution est mélangée et passée sur un filtre nylon de 30 pm. Les 
échantillons sont gardés dans la glace Jusqu'è lecture au FACS. 

NOTE -L tJ trypsine cli~ les protéines cgtopltJsmiques et modifie les 

protéines c.hromosomiqttes ~.n we d'un m~ pll/S effictJœ. 
-L 'Inhibiteur de trysine est néœsstJlre ctJr les no!JtJll,r trypslnlsés sont 

inst8bles en présMce dZP. et d''tlne COIICMtr8tion de spermine comptJtible 
~c ltJ 111se des membrtJnes. 

auo1Qu'1nformat1sés ces processus cfanalyse restent lourds et P8S 
tot81ement représentatifs. Cette difficulté peut-être contournée p8r 
l'ut i 11 sati on d'un ·marqueur de synthèse·: 1 a Brou. 

3.2.2. Estimation des fractions G0/G 1, S et G2/M par double 
marquage I.P./ant1-BrdU. 

L8 Brdu, 8n81ogue de 18 thymidine, est tncorporée spécifiquement 
p8r le DNA ce11u18ire. Elle est le reflet d'une synthèse et donc de 18 phase s 
(si l'incubation en présence de BrdU n'est pas trop longue). Un marquage 
cellulaire è l'cmti-Brdu (reconnu par un anticorps secondaire fluorescent) 
permet d'8pprêc1er 18 QU8nt1té de Brdu incorporée. Le test est rêaltsé en 
combinaison avec un marquage è 1'I.P., de m8nière è séparer G0/G 1 de G2/M. 

NOTE: Une déntJturtJtion ptJrtielle du ONA tJll HCI est nécesstJire tJVtJnt to11te 
détection ctJr /'tmti-Brdll ne se lie q11'tJUJJ' chtJines monoct1tént1ires de ONA. 

La séquence des différentes étapes se présentent de cette manière 
(Grei mers, 1990) : 
-Après lavage, resuspendre les cellules è 4 106/ml( 1 o7 maxtmum) dans du 

RPMI 1640 (cfr.4.1.). 
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-Ajouter le BrdU eu mtlteu de culture pour emver ê une concentret1on f1nale 
de 10 J1M 

-Incuber pendant un temps adéquat dans un 1ncubeteur C02 è 37°C. 
-Laver les cellules deux fois en PBS. 
-Re suspendre 1 e culot dans 1 oo p 1 de PBS. 
-Réaliser un traitement ê l'éthanol et au HCl, analogue ê celui utilisé précé-

demment pour 1 e marquage 6 1 'I .P. 
-Après neutralisation au Na2B407, les cellules sont lavées en PBS Tween 
o,si et a11quotées dans des m1cropu1ts ê fonds c0n1ques ê 1,5 106 
cellules/ml). · 

-Centrifuger 5 minutes 6 500 g. 
-Resuspendre le culot dtms 20 Jll de PBS Tween 0,51. 
-Ajouter le monoclonal ent1-BrdU ê une concentret1on finale de 1 / 1 o. 
-Incuber 30 minutes è tempéreture ambiante. 
-Laver en PBS Tween 0,51 et centrifuger 5 minutes è 500 g. 
- Resuspendre le culot dans 50 µ1 de SAM-FITC ( 1 /50 en PBS Tween) auquel 

on a préalablement ajouté 101 de sérum bovin normal. 
-Laver en PBS Tween O ,si. 
-Centrifuger 5 minutes ê 500 g. 
-Resuspendre le culot dens 100 µ1 de PBS Tween 0,51. 
-Ajouter 200 µ1 d'IP ê 1 o µgr/ml dens du PBS Tween o,si. 

La 1 ecture se réa 1 i se au F ACS entre 560 et 600 nm (pour 1 '1 P) et 515 et 545 
nm (pour F ITC). 

3.3. Détection des Récepteurs 8 fragments Fe des Immunoglobulines. 

Comme nous ne disposons pas d'enticorps monoclonal dirigé 
contre les récepteurs è fragments Fe (RFc) des lg, nous avons eu recours â 
une technique particulière de détection. Le principe de celle-ci consiste â 
coupler chimiquement des lg d'isotypes déterminés ê des globules rouges de 
mouton et de les mettre ensu1te en présence d'une suspension cellulaire. En 
cas de présence de RFc sur certaines cellules, celles-ci vont aller se lier aux 
lg d'isotype correspondant et former de véritables rosettes avec les globules 
rouges. Le lecture se réalise en microscopie ê fluorescence gr6ce ê 
1'ut111sat1on de composés ad hoc (solut1on d'éth1d1um brom1cle-acrid1ne 
orange). 
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Les différentes étapes de ce test sont les suivantes (Fey et el., 1976) : 
-Lever une suspension de globules rouges (G.R.) bovins 4)( en PBS. 
-Resuspendre les G.R. à 1 O:C en PBS. 
-Ajouter le même volume de trypsine (Gibco) (0,2 mg/ml en PBS). 
-Incuber 60 minutes à 37°C en egitent de temps en temps. 
-Lever 3)( les cellules en PBS et resuspendre à 1 O:C en PBS. 
-Ajouter un volume égel de glutereldéhyde (Fluke chemike) à 3:C en PBS. 
-Incuber 20 heures 6 tempêreture ambtante sous egttatton constante. 
-Lever 5)( en PBS. 
-Resuspendre è 1 O:C.en PBS. 
-Ajouter un volume identique de formaldéhyde (Fluke chemike) 3:C en PBS. 
-Lever sx en PBS (les G.R. peuvent être stockés 6 4°C dans du PBS-NeN3 o, t:C 

en vue d'un couplage ultérieur). 
-Mettre en présence un volume égal de G.R.(4:C en PBS) et d'lg de lapin è 
80-400 µgr/ml en tampon acétate 0, 15 M pH 5. 

-Incuber 2 heures è température ambiante tout en mélangeant cont1nuel-
lement dans un rotateur. 

-Laver 3X en PBS. 
Le couplage chimique étant terminé, les G.R. peuvent être stockés en PBS
NaN3 o, t :C, BSA (Bovtne Serum Albumtne) o,s:c 6 4°C. Dans ce ces, un lavage 
est nécessaire avant emploi. 

Lei deuxième partie de lei procédure se déroule comme suit : 
-Répart1r dans des micropu1ts è fonds c0n1ques (Laboratoire Bioplast 
Médical) les cellules concernées (30 106/ml en PBS-NaN3) è raison de 
100 J1 l /puits. 

-Ajouter le même volume de lei suspension de G.R. couplés (2:C en PBS-Ne1N3 
0,1:c). 

- Incuber une nuit à 4°C. 
-Enlever t 50 j1l/puits. 
-Ajouter t 00 p.1/puits d'une solution d'éthidium bromide -cicridine orange (5). 

La détection se réalise eu microscope è fluorescence et le comptage 
s'effectue à plusieurs reprises sur des échantillons d'au moins 100 cellules. 
Nous considérons le présence effective d'une rosette lorsqu·eu moins 3 G.R. 
sont fixés sur un lymphocyte. 
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4. MI SE EN CULTURE. 

Après laYage, les cellules sont comptées sur lame de Thome 
(1Ye1) et suspendues 6 le concentration souheitée dans du milieu RPMI 1640 
(G1bco). 

4.1. composition du milieu de culture. 

Le mi 1 i eu RPM 1 1640, fourni sous forme de poudre, est 
reconstitué eYec de l'eau bidistillée ultrepure. Une série de composents y est 
ajouté : 

- HEPES (N-2 hydroxyêthylp1pêrez1ne-N-2-êthenesulfon1Que) 25 mM 
(Gibco) 

-NaHC03 (Merck) 0 ,85g/1 
-Pyruvote de sodium (Gibco) 1 mM 
-Glutamtne (G1bco) 2 mM 
-Pénicilline 100 U/ml 
-Streptomycine 100 mg/ml 
-101 de fetal colf serum (Gibco) décomplémenté por chouffoge è 

56°C duront 30 m1 nutes. 

Le mé 1 ange est mis à pH 7 ,4 et passé sur filtre de O ,22 p.m pour 1 e 

stériliser. Au moment de son utilisotion, on y ojoute du 2-mercoptoethonol 
(Gibco) è 5 1 o-5 M final Qui protège les cellules de rection des radicaux 
libres, o1nsi que de 1'1ndométhacine (S1gmo) è 1,5 p.g/ml (1nh1b1teur de lo 
PGE2, prosteglendine E2, qui perturbe, quant à elle, le pro11f érotion des 
cellules T). Ce milieu est dit ·complet". 

39 



MATERIEL ET METHODES 

4.2. 01 std butt on des ceJ J uJ es en boites de culture. 

Les cellules en milieu de culture sont distribuées dens des 
microplaques d 96 puits d fonds plats (Nunc) d raison de 100 j11/pu1ts. Seuls 
les 60 puits 1nternes sont utilisés pour des reisons d'éveporation au niveau 
des bords. Pour pellier cet inconvénient, le pourtour des boîtes est rempli 
eYec du PBS stérile. L'utilisation des puits internes est organisée de façon è 
pouvoir: 

-réaliser des rép11cets 
-comparer différents modes de stimulation dans les mêmes condi-
tions 

-étudier le comportement des cellules au cours du temps 

4.3. Culture 

Les boîtes de culture, non hermétiques, permettent les échenges 
gezeux. Elles sont plecées dans une étuve è 37°C, 51 de C02 et une 
atmosphère saturée en humidité (pour limiter l'éveporetion). 

5. DEPLET ION DES CELLULES T. 

En vue de l'étude particulière des lymphocytes B, il a été 
nécessaire de dépléter la préperat1on cellulaire en lymphocytes T. En 
interagissent avec les cellules B, les cellules T pourraient en effet 
introduire des paramètres supplémentaires, difficiles è estimer. La 
cytotoxicité eppliquée sur les lymphocytes T est induite par la voie clessique 
du complément, elle-même 1n1t1ée per 18 formation de complexes Ag-Ac 
spécifiques (Roitt et el., 1985 et Hirsh et eL, 1982). Les monocloneux utilisés 
(nommés ILA42 et ILA57) ont une spécificité envers des marqueurs T, 
respectivement CD2 et CD6. Une fois fixés, ces emticorps de per leur isotype 
particulier (lgG2e) sont susceptibles de réegir evec le système du 
comp 1 ément. 

La séquence des différentes étapes de la cytotoxicité médiée par 
complément se présente comme suit: 
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-Après lavage, resuspendre les cellules à 20 106./ml dans des tubes stértles 
de 1 O ml, à raison de O,Sml/tube. 

-Ajouter O,Sml/tube d'un mélange de 2 monoclonaux(ILA42 et ILA57) dilués 
chricun à 1 /500 en PBS. 

-Incuber 30 mtnutes il 4°C. 
-Laver deux fois en PBS. 
-Centrifuger 5 minutes à 200 g. 
-Resuspendre le culot cellulaire dans 1 ml (par tube) d'une solution de 
complément (sérum de laptn,Sêra-Lab) à 1 oi dans du RPMI m1n1mum (sans 
FCS). 

-Incuber 1 heure à 37°C au bain-marie. 
-Laver deux fois en PBS. 

Deux types de contrôle sont ensuite mis en oeuvre : 
-contrôle de viabilité par coloration â l'acridine orange-éthidium 
bromide. 

-contrôle de déplétion par marQuage spécif1Que des lymphocytes Ben 
immunofluorescence (méthode directe). 

Les cellules sont ensuite resuspendues dans du RPMI "complet". 
Le but ultime de ces mannipulations étant la mise en culture, chaQue étape 
doit donc se dérouler dans des conditions stériles. 

6.ST I MU LAT ION DES CELLULES. 

Afin de mieux cerner l'état physiologique des cellules leu
cosiques, nous les avons soumises à plusieurs stimuli de spécificités dif
férentes. Le test a étê réaltsé sur une populatton totale (lymphocytes T /B et 
monocytes résiduels) et sur une population déplétée en cellules T. 

Les cellules en RPMI complet (concentration minimale de 2.106/ml) ont 
étê d1str1buées à rat son de 1 oo _µ1/m1cropu1ts. Un même volume de subtance 
stimulante y est ajouté. 
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( 13) (t1éthyl-3H)Thymidine (Amershem): 2,0 curies/mM 

! r • n t i. C ,- .,, ., r 

\ 

~ 
- Com.'!lr:r.èer l'é.: •rivée et l'aspiration d'eau simultanées 
(reêter une vingtaine àe secon~er- par rang). 
- Essorer (aspiration seule). 
- Laisser sécher le filtre. 
- Détacher les petits disques du filtre. Chacun d'eu ): ayant retenu 
le contenu d'un puits de la bo!t~ de culture. 
- Déposer ces disques dan~ des fioles individuelles avec 2 ml de 
scintillant. 

Figure 14 : Ut11isetton du ·cell-Hervester·. 
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6.1 . Modes de st1mu1ations. 

-PHA (Phytohémagglutinines,Sigma) : Cette lectine, isolée de Pha
seoleus vulgaris est un mitogène des lymphocytes T et entraîne leur 

tnmsformation lymphoblastique (Ling et al, 1975). 

-1 H4: Cet anticorps monoclonal â spécificité anti-chaîne v- est produit 

sous forme d'oscite et purifié sur colonne de protéine A-Séphorose (Affihmd). 

-3B8 : C'est un anticorps monoclonal dirigé contre les chaînes légéres. 

La préparation est 1 a même que pour 1 H4 

-surnageant d'IL-2: 

L'IL-2 utilisé pour les différents tests de stimulation provient 

du surnogecmt de cellules de lo lignée MLA-144. 

La lignée lymphoïde T de gibbon MLA-144 provient de 
l'ATCC.(American Type Culture Collection) et est reconnue comme produisant 

de l'IL-2. De plus, les cellules de cette lignée expriment des récepteurs d'IL-2 

en membnme (Smith, 1988). Lo production se déroule de la manière suivonte : 

Les cellules sont mise en culture en ·roller bottle" dans du RPMI 
1640 + FCS 101. Après 48 heures d'incubation â 37 °C, le surnageont est 
récupéré par centrifugation. 

6.2. Mesure de orolif ération cellulaire. 

6.2.1 lncorportion de thymidine tritiée. 

Après avoir mis en culture les différentes populations de 

cellules stimulées, il est nécessoire de mesurer l'impoct du mode de 

stimulation sur la prolifération cellulaire. A cette fin, de la thymidine 
tritiée ( 13) est ajoutée à la culture à raison de 0,8 _µcuries/puits. Les 

ce 11 ul es actives incorporent ces précurceurs radioactifs 1 ors de 1 eur 

synthèse de DNA. Après récolte, lo mesure de rodiooctivité sero indicotrice 
de 1'1mportance du taux de prol1fération cellulaire. 
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6.2.2. Récolte au ·cell-Havester·.(Titertek Cell-Havester 550) 
(figure 14). 

Le principe de cet appareil est de faire éclater les cellules au 
moyen d'eau distillée et de récolter leur contenu par aspiration sur un filtre 
en fibre de verre (Titertek). Le récolte se fait 18 heures après l'ajout de 
thym1d1ne tr1t1ée. La rad1oact1v1té préc1p1te sur le filtre qu1 est m1s a 
sècher, placé dans une fiole et ensuite mis à compter après addition de 2 ml 
de scintillant (lnstafluor 11, Packard) par fiole. 

6.2.3. Mesure de la radioactivité p par scintillation liquide. 

Le principe du comptage il scintillation liquide est basé sur la 
mesure de la 1um1ère émise par des photons provenant d'atome exc1tés 
directement ou indirectement par les rayonnements p, c'est-à-dire par les 
électrons. 

Chaque isotope p émet des électrons dont les énergies cinétiques 
d1fférent et se d1str1buent pour donner un spectre d'émission d'électrons 
caractéristiques de l'isotope utilisé. 

Le tritium est l'isotope radioactif de l'hydrogène. Une fois la 
subtitution réalisée, du fa1t du faible pouvoir prénétrant de la radiation p, la 
détection et la quant1f1cation de cet isotope est impossible. 11 faut donc 
combiner l'échantillon radioactif avec ·un cocktail à scintillation". Ce dernier 
contient habituellement un solvant, un émulsifisant et un scintillant. 

Le but de l'utilisation d'un tel cockteil est de convertir l'énergie 
cinétique des électrons émis par l'isotope p en énergie lumineuse détectable 
par 1 e compteur. 

7.MISE EN EVIDENCE DE LA PRODUCTION D"ANTICORPS. 

La détection d'anticorps nous donne un indice sur l'état 
physiologique de le cellule. En effet, le développement ultime d'un lympho
cyte B consiste en 1 a production d'i mmunogl obul i nes. 
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Les échant i 11 ons testés prov1 ennent so1 t de surnageants de 
cellules en culture. 

7.1. Mise en culture. 

Les cellules sont resuspendues dans du RPMI minimum (sans FCS) 
et disposées dons des mocropuits (Nunc) d roi son de 1 ml/puits. Nous y 
ajoutons 1 ml d'une solution qui potentialiserait la sécrétion dïg.(choisie en 
fonction du test de prolifération). Cette solution est diluée en RPMI minimum. 

Les boîtes sont mises dans une étuve C02 à 37 °C. La disposition 
des puits (en triplicote) nous permet de réoliser des prélèvements oprès 3, 5 
et 7 Jours. Les surnageants sont ensu1 te dosés par une méthode 
i mmunoenzymat i que .. 

7.2. Le test ELISA. 

Lo méthode retenue est le test ELISA ("Enzyme Linked lmmuno
Sorbent Assay"). Ce test 1mmunoch1mique permet la détection d'anticorps 
f ixés sur un antigène par une réaction enzymatique donnant lieu à une 
coloration mesurable. 11 nous a permis une détection des anticorps.sans 
spécificité ontigénique dons un surnogeant de culture. De plus, l'utilisation 
d'anticorps monoclonaux à spécificité 1sotyp1que particulière nous a donné 
l'occasion de mieux caractériser les lg détectées. 

Principe du test : 
-Déposer au fond de chaque pu1ts"ELISA" (Nunc) 50 µ1 d'une solution de RAB 
(Rabbit anti-Bovine: solution d'lg de lapin anti-lg bovines).à 1 O J1Qr/ml en 
PBS. 

-Loi sser une nuit à 4 °C. 
-Enlever l'excès et laver plusieurs fois en PBS. 
-Remplir les puits avec 200J1l de PBS-0,021 gélatine (ucb) pour saturer les 
sites de fixation du plastique restés libres. 

-Incuber 1 heure à 37°C. 
-Aj outer à chaque puits 50 _µ1 d'anticorps monoclonal soit 1 H4, soit 1 C6 
(reconnaissant respectivement les lgM et les lgG 1). 
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( 14) compos1 u on du ·rtvêJ oteur·. 

ABTS (Boerhinger) 
T nmpon ci trnte 
H202 301 

Tomoon ci trote : 

4,2 mgr 
5,6 ml 

10 pl 

Nn2HP04_2H20 (Merck) 2050 mgr 
Acide citrique (ucb) 690 mgr 
Enu distillée 100 ml 
pH= 5,6. 



MATERIEL ET METHODES 

-Enlever l'excès et laver plusieurs fois en PBS. 
-Disposer 50 Jll/puits d'une solution SAM-peroxydase à 1 /500 en PBS + 101 

de sérum boYi n norm8 l. 
-Incuber 30 minutes è 37°C. 
-Enlever l'excès et laver plusieurs fois en PBS. 
-Rêvé 1er 1 a ré8ct ion en ajoutant 100 Jl 1/pui ts d'une so 1 ut ion ( 14) contenant 

du H202 et le chromogène (ABTS: 2,2-Azino-Di-3-Ethyl-Benzothi8zolin
sulfonate) 

-Lire l'absorbance après 15 minutes ê 405 nm au 1 ecteur Eli SA. 
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6roohe 1 : Schémas résultant d'un marquege classique en 1mmuno
f1uorescence eprès analyse en cytométrie de flux. Le courbe 
exprime le nombre de cellules détectées en fonction de leur 
intensité de fluorescence relative (dont l'échelle est divisée 
en valeurs discrètes nommées numéros de canaux). 

e).Merquege-témoin (sens incorporation du monoclonal). 
b).Marquage typique des -Ag de cl esse 11 chez un entmel normal. 



RESULTATS 

1. PHENOTYPES GLOBAUX DES ANI MAUX LEUCOS I DUES. 

Le phénotype des cellules circuhmtes d'onimoux en 
lymphocytose est en général fortement perturbé. On y dénombre en effet une 
majorité des cellules B exprimant des lgM en surface. Depelchin et al. ( 1989) 
ont égolement montré que ces lymphocytes comportaient pour la plupart un 
morqueur clossique des lymphocytes T, le CDS. Cette tronsformotion ne se 
limite peut-être pas exclusivement à ces 8ntigènes membran8ires, comme 
c'est le cas pour les BCDS dans d'autres espèces (De la Hera et al., 1988 et 
Freedmtm et al.1, 1989). 

De plus, lo détection d'ontigènes morqueurs de cellules 
act1vées pourra1t être auss1 en mesure de nous renseigner sur ror1gine des 
BCDS. C'est dans cette optique que nous avons étudié l'expression de 
différents antigènes membranaires sur des cellules provenant d'animaux en 
f orte lymphocytose (n°76, 77 et 163). Celle-ci a été comporée à la 
répartition des mêmes antigènes sur des cellules sanguines normales. 

La détection des marqueurs membranaires se réalise par 
marquage en immunofluorescence (méthode indirecte) via des anticorps 
spécifiques et l'analyse des résultats fait appel â la cytométrie de flux. Ces 
résultats sont exposés sous forme de courbe rendant compte du nombre de 
ce 11 ul es considérées en fonction de l'intensité de f 1 uorescence 
(proportionnelle ou nombre d'antigènes détectés por cellule). L'échelle 
correspondant â ce paramètre est relative. Elle est en effet divisée en 
valeurs discrètes (256 ou 104 suivant que le type de gain utilisé à l'analyse 
soit linéaire ou logarithmique) appelées numéros de canaux (Graphe 1). Deux 
stotistiques particulières de lo distribution celluloire ont été envisogées : 

-le pourcentage de cellules marquées (établt sutv8nt la 
disposition de cellules-témoins n'ayant pas été mise en présence du 
monoclonal). 

-1 a moyenne des intensités de fluorescence, représentant 1 e 
numéro de canal au-dessus et au-dessous duquel 50% des observations sont 
reprises. Les comparaisons de moyenne ne tiendront compte que de variations 
prononcées ( 1,5X à 2-3X la valeur de base) vu la variabilté inhérente à tout 
morquoge en immunofluorescence. Afin de mieux visualiser les modifications 
perçues sur les cellules leucos1ques et avant de les déta11ler, nous 
présentons pour chaque m8rquage 1 e prof il de di stri but ion ce 11 ul aire d'un 
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Graphe 2 : Mcirquciges en immunofluorescence indirecte réci11sés sur les 
cellules ctrculentes d'un entmel normel 01gnes pleines) et d'un 
enimel en forte lymphocytose représentetif (pointillés). 
Les enticorps monocloneux testés sont : le 1 H4 (enti-lgM), le 3B8 
(enti-cheînes légères), 1'1LA42 (einti-CD2), le BC 11 (einti-CDS), 
le 7C7 (entt-Ag de clesse 11), le 1162 (entt-Ag de clesse 1), le 
261 (enti-C01 le) et lïLA 15 (enti-CD1 lb). 
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Anti-lgM Anti-cheînes 
légères 

Animeux 1 Moy. 1 1 Moy. 
1 1 
1 ! 

Normel 18 268 20 430 1 

163 77 1022 79 1040 
76 76 635 76 670 
77 

1 
64 731 67 952 

1 
i 1 

Tableau VI Il: Compereisons des pourcenteges des cellules merquées 
perles ent1corps ent1-cheînes p. et enti-cheînes légères. 
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antmal normal et d'un antmal en lymphocytose reprêsentattf ( 163) 

(6r-aphe2). 

Dcms un premier temps, nous nous sommes ottochés à 
conf1rmer l'expresston de marqueurs spéctftques de lymphocytes B au repos 

pour ensuite aborder des antigènes retrouvés à la fois sur des lymphocytes B 

et sur d'autres cellules sanguines. Enfin, la dernière phase de notre étude 

s'est intéressée d l'expression éventuelle de marqueurs presque totalement 

absents sur des cellules B au repos, mats ayant êtê parfois dêcrtts sur des 

BCDS humaines et/ou murines (De la Hera et al., 1988 et Freedman et 

al.1, 1989). 

1.1. Détection d'antigènes spécifigues des cellules B. 

Le marquage en immunofluorescence est réalisé sur une 

préparation de cellules mononucléées contenant en majorité des lymphocytes 
B et des lymphocytes T, mais aussi des monocytes résiduels. Les deux 

anticorps spécifiques des cellules B que nous avons utilisés étaient dirigés 
contre les lgM et les choînes légères. L'expression de ces deux marqueurs est 

bien sûr corrélée et 11 serait logique de retrouver une proportion de cellules 
portant des chaînes légères au moins aussi élevée que celles exprimant des 

lgM. 
Les résultt:1ts obtenus sont détaillés dcms le tableau VII 1. 

Chez l'animal normal, la quantité de cellules lgM+ ( 181) et de chaînes légères 
(201) sont en accord avec les valeurs généralement trouvées dans la 
l ittérature (Wintrobe et al., 1974); les 21 de différence pouvant être générés 

par des lymphocytes El tapissés d'lg d'autres i sotypes. 

Le marquage de cellules d'animaux leucosiques indique une 

augmentation drastique des cellules lgM+. Au moins 671 de la population 
(minimum pour l'animal 77) répond à ce critère, ce qui est en accord avec 

Depelchin et al., 1989. Les moyennes d'intensité de fluorescence sont aussi 

f ortement amplifiées chez les animaux leucosiques (5 fois plus que l'animal

t émoin). Ceci nous incite donc à penser que ces individus présentent une 

accumulation d'lgM membranaires. Par ailleurs, les moyennes varient 
parallèlement oux pourcentages d'lgM•. 
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Graphe 3: EYolution du pourcentoge de cellules expriment des choînes 
légères en fonction de le proportion des cellules portent des lgM 
en membrene. 

1 
1 

Anti-Ag Anti-Ag Rosettes 
de clesse Il 1 de clesse 1 (RFc) 

1 
1 

Animoux 1 Moy. 1 Moy. 1 
1 

Normel 45 316 95 1 635 
1 

16 
1 

163 BO 327 95 1 698 
1 

36 
1 76 77 622 96 740 1 31 1 1 

77 65 330 97 798 33 
1 

Tebleou IX : Compereisons des pourcenteges des cellules merquées 
por les onticorps onti-molécules de closse 11 et enti
molécules de clesse 1. 
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Comme nous pouv1ons le prévo1r, le proport1on de cellules 
lgM+ parait corrélée â la qu8ntité de cellules porteuses de chaines légères 
(Graphe 3). De plus, étant donné que ces Y8leurs sont fort proches pour 
ch8que 8nimcl, nous pouvons en déduire que le majorité des lg de surf8ce sont 
const1tuêes de chaines µ. Les moyennes des 1ntens1tês de fluorescence 

révèlent également une plus gnmde dens1té d'lg en membrene. 

Ces résult8ts confirment que les 8nim8ux en forte 
lymphocytose comportent plus de 651 de cellules B exprimant pour la plupart 
des lgM de surf ace â forte densité. Les récepteurs immunoglobuliniques 
constitu8nt une source possible d'activation, ces cellules pourraient donc 
présenter une ré8ctivité plus import8nte vis-â-vis de certains antigènes. 11 

reste à savo1r s1 la spêc1f1c1tê ant1gên1que n·1nd1que pas une restr1ct1on de 
réponse â un ou plusieurs de ces antigènes. De toute manière, la densité dïgM 
ne prouve aucunement l'implication de ces cellules dans un quelconque 
processus d'8ct i Y8t ion. 

D'eutres merqueurs ne se trouvent pes exclusivement sur 
les lymphocytes B peuvent également être concernés par ces modifications 
phênotyptques (epperemment consêcuttves à 1'1nfect1on par le BLV) et a1ns1 
fournir de nouvelles inf ormet ions quant â l'état physiologique de ces cellules. 
C'est dans ce sens que nous 8Vons étudié la répartition de certains d'entre
eux. 

1.2. Détection de marqueurs non spécifiques des cellules B. 

Le rôle des antigènes du CMH (Complexe Majeur 
d'Hi stocompat i bil ité) est pri mordi a 1 pour 1 a réaction i mmuno 1 ogi que T
dépendante. 11 nous paraît donc utile de vérifier l'occurence des ces 
molécules sur une population cellul8ire d'animaux en forte lymphocytose 
(Tableau IX). 

Les antigènes de classe 11 sont généralement exprimés sur 
toutes les cellules présent8trices de l'antigène (monocytes, cellules 
endothé11ales, lymphocytes T activés, ... et cellules B) (Roitt et al., 1985). Un 
animal normal comporte 45:g de cellules circulantes portant ces antigènes. 
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PHOTO : Formation de rosettes consécutives à la détection de récepteurs Fe. 
et observées en microscopie optiq~e 
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6reohe 4 : Evolution du pourcentege de cellules expriment des récepteurs Fe 
en fonction de le proportion de cellules portent des lgM en 
membrene. 
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P6r contre, cette Y6leur s'élève 6u-delà de 651 chez des 6n1m6ux en 

lymphocytose. Vu l'importance du pool de lymphocytes B .chez ces individus, 

ce résultet semble logique. 

De plus, si deux des trois animaux infectés (77 et 163) ne 

montrent pas de d1fférence de moyenne d'1ntens1té de fluorescence par 
rapport à l'animal normal, il n'en va pas de m·êmé pour le n°76 (double de la 

. - . . . 

valeur de base). Ce phénomène parait particulièrement intéressant car 

l'activation d'une cellule se manifeste souvent par une densité plus forte 

d'ant1gènes de classe 11 (pour autant qu'elle en exprime dès le départ). Certes, 

ce résultat n'est apparemment pas généralisé (bien que vérifié en d'autres 

circonstances sur l'animal 76) et pourrait être la conséquence de réaction 
ponctuelle et individuelle à un tiutre tigent que le BLV. Mtiis, une confirmtition 

de cette éventualité contribuerait à éclairer le problème de l'origine des 
BCD5. 

Les molécules de closse I sont habituellement présentes 
sur toutes les cellules nucléées et sont 1mpl1quées notemment dans les 

processus de reconnaiss6nce des antigènes p6r des cellules T cytotoxiques. 

Les pourcent6ges de cellules marquées (allant de 95 à 98i) par un anticorps 

spécifique ne signalent pas de grondes modifications entre un animal normal 
et des 6n1maux 1eucos1ques. 11 en est de même en ce qu1 concerne les 
moyennes et donc la densité des antigènes de classe 1. Ce paramètre ne 

semble donc pas constituer un lieu privilégié des perturbations liées à 
l'instollotion de lei leucose. 

Le test suivant s'est attaché au dénombrement des 
cellules proteuses des récepteurs à fragment Fe des lg (RFc). Le procédé de 

détect1on utilisé fait cette fois appel à des lg de lapin couplées à des 
érythrocytes bovins et à la formation subséquente de rosettes colorées ou 

non par un composé fluorescent (Photo). L'estimation de cellules positives 

s'effectue â l'aide d'un microscope â fluorescence (cfr. Matériel et Méthodes, 
11.3.3.). Notons que les lg fixées aux érythrocytes sont 1c1 de type lgG. 

Les résultats repris au tableau IX indiquent une 
augmentation notable des cellules exprimant des RFcy chez les animaux en 

l ymphocytose. Nous passons en effet de 18 (normal) à 3fül ( 163). Ces veileurs 

ne présentent apparemment pas de relation linéaire étroite avec les 

pourcentages de cellules lgM+ (Gr8phe 4). L'augmentation du nombre de 
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RESULTATS 

cellules expr1m6nt des RFc semble donc une 6utre conséquence de 16 
1 ymphocytose. 

En C6S de li6ison d'un complexe Ag-Ac, ces RFc sont des 
sites potentiellement octivoteurs des cellules qui les portent. Mois, il seroit 
hât1f de voir en cette c6ractéristique un indice d'activation car les RFc, 
présents donc tôt au cours de l'ontogénèse, pourraient tout autant favoriser 
l'hypothèse d'une lignée séparée pour les BC05. 

Après ces différents tests généralement inhérents à la 
présence plus ou moins importante de lymphocytes B , nous nous sommes 
intéressés odes ontigènes très peu exprimés por des cellules B normoles ou 
repos. 11 s·6git de CD2, CDS, CD 11 b, CD 11 c et des récepteurs à l'IL-2. 

1.3. Détection d'ontigènes très peu présents sur les cellules 6. 

Le premier type de marquage réalisé a fait appel à un 
anticorps détectant le CD2, marqueur ubiquiste des cellules T. Ce test a pour 
but principol de vérifier lo diminution de lo quontité de ces cellules 
parallèlement à l'élévation des cellules lgM+. Les résultats sont détaillés 
dans le tableau X. 

Un animal normal possède plus de 601 de cellules T. Vu le 
pourcentage de cellules B chez les individus leucos1ques en forte 
lymphocytose, 11 est log1que d'observer une chute de lymphocytes T à leur 
niveau (jusque 13% chez l'animal 163). Les deux faits semblent d'ailleurs en 
relation linéaire étroite (Grephe 5). Par contre, une cellule T exprime 
toujours outont de molécules CD2 qu'elle soit d'origine leucosique ou non (Vu 
les faibles variations observées pour les moyennes d'intensité de 
fluorescence). Bien que ne représentant plus qu'une faible proportion des 
cellules circulantes, les lymphocytes T sont donc toujours en mesure 
d'intervenir dons le processus immunitoire des 6nimaux infectés, raison pour 
laquelle elles ne seront pas perdues de vue par la suite. 

La principale caractéristique des cellules B d'animaux 
infectés rési dont dons l'expression du CDS (morqueur des 1 ymphocytes T), 
nous avons également vérifié l'existence de cet antigène sur les cellules 
1 eucosi ques (T eb 1 e8u X). 
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Graphe 7 : Merquege en 1mmunofluorescence 1nd1recte des cellules BTC per 
l'anticorps monoclonal dirigés contre les récepteurs è l'IL-2. 

e).Témoin SLN (pes d'edjonction du monoclonel) 
b).Merquege des cellules BTC per 1'trnt1corps ent1-rêcepteurs â 

l'IL-2. 



RESULTATS 

comme ra préc1sé la détectton du CD2, ran1m6l norm6l 

contient 611 de cellules T. 11 n'est donc pes illogique de retrouver plus ou 

moins ce chiffre dens le ces du CDS (57:1). Per contre, pour un enimel en 

lymphocytose, celui-ci peut etteindre 91:1 (76 et 163). De plus, le nombre de 

cellules cos+ verte d6ns les mêmes proportions que les lgM+ pour ch6que 
enimal étudié (Graphe 6). La plupart des cellules B sont donc lgM+ cos+. Les 

moyennes des intensités de fluorescence n'étent pes véritablement modifiées 

dens un sens comme dons l'outre, nous ne pouvons pos vérifier les 

conclusions qu·avaient émises Hayakawa et 61.(1988) chez la souris (â savoir 

que les BCD5 murines ont une densité 1 O fois moindre de CDS que les cellul es 
T). 

Les récepteurs â l'i L -2 (RI L -2) sont habitue 11 ement 

exprimés sur les lymphocytes T primés par un antigène ou des lymphocytes B 

clossiques, mois en phose d'octivotion. Néonmoins, Freedmon et ol.( 1, 1989) 

ont décrit la présence de ces récepteurs sur certaines BCDS humaines, 

suggérant ainsi une origine "activée• de ces cellules. Nous avons donc 

entrepris un marquage spécifique de RIL-2. 

Afin de vérifier lo copocité de cet onticorps è se lier è 
l'antigène visé, l'anti-RIL-2 a été testé sur une lignée de cellules T bovines 

(BTC) productrices dïL-2 et exprimant des RIL-2. Vu l'origine des anticorps 

ant i-R IL -2 (production par un 1 api n) et 1 e type de marquage (indirect), 1 e 
témoin négotif consiste d mettre un sérum de lopin normal en présence des 

cellules BTC et ensuite de rajouter des anticorps secondaires (Donkey anti

Rabbit: solution d'lg d'âne anti-lg de lapin). Cette épreuve a révélé que l'anti

RIL-2 reconnaît è plus de 80:1 les cellules BTC (Graphe 7). 
Ce test o ensuite été reproduit sur des cellules 

mononucléées d'un bov1n nomal. Il montre en fa1t un gl1ssement du monop1c 

vers des intensités de fluorescence très importantes et cela, même pour le 

témoin négatif. Ce phénomène peut néanmoins facilement s'expliquer par la 

présence de RFc sur ces cellules (ou controire des BTC). Les RFc bovins ont en 
effet une grande aff1n1té pour les lg de lap1n. ce sont par a111eurs des lg de 
lapin qui sont utilisés pour l'estimation des cellules porteuses de RFc (cfr. 

Mat. et Méth., 3.3.). Ces résultats confirment donc la détection des RFc à la 

fois sur des cellules bovines normales et leucosiques. De plus, la fixation des 

anticorps de 16pin et leur détection sont d'autant plus accentuées Que le 

51 



,a~ J 
~I 
..,J 
w.J 
w 
w.J 
Q 
1.1.1 
a: 
cc 
1: 
c::, 
z 

10 1 10 2 llZl:îf 

FLUORESCENCE RELATI LIE 

100 i 
"" w.J 
..,J 

= ..,J 
~ 
w.J 
w 

w.J 
a: 
cc 
~ 
c::, 
z 

10 1 10 2 10 3 

FLUORESCENCE RELATIUE 

C 

0 
11:a 0 10 1 10 2 10 3 Ha 4 

FLUORESCENCE RELRTILIE 

Grephe 8 : Marquage en immunofluorescence de cellules c1rculantes 
leucosiques(enimel 132) per l'enticorps monoclonal enti
récepteurs è l'IL-2. 

a).Témo1n PBS (adjonction de PBS en lieu et plece du monoclonal) 
b).Témoin SLN (edjonction de sérum de lepin normel en heu et 

plece du monoclonel). 
c).Morquoge de cellules leucosiques (onimol 132) por l'cmticorps 

monoclonal d1r1gê contre les récepteurs è l'IL-2 . . 

NOTE: Le glissément du pic obser~é d6ns le C6S' dt1 témoin SLN 6 

été const 6té pot1r tous les 6nim6ttx étudiés (y compris 
l'/ndiYidil normal) 

BI 
1 
1 

· 1 
1 



\ _\~\\.\ 1 \!~\\ \.\~,:1\)'.}~,;,\'\ 

"i, .. ,. c•.? r ,•,•• ( \"\r ,c •·,r·,.( \ f.ï,<•\~' ,·•"·, ll'll'<' H'ô.,•s> ~·, .,,: ',\_'..:~':< { l'•t,•\n'r.\ \ :;., 
·-•.'· ... ..._..,l~"'•'..ô'(:;..•" 1i., • .__,~ \i&\Jo, '\,,.,,. -,'\ -t, ~~ - '\'&\..1'\_:..J,~•'-"◄ ·i: ~\ • ~ :.'-- '"- • -.... \,,1. ..W.,'l,,l .,, .. l ,u-

Wû!JC.~:/01.JG' Q!L~è~, coun .. G 6B L~C6b~6m .. ~ ~- l.lr<s· 
c.;, ;,,i(!Ldn,;;ôs qi?, CiSJJ11JB8 i{aricoa.jdf1Gt;' ,w~WwJ J 2~-) b~?l L~UfJC':'·L.bt: 

fJftJCf;;, :~n lUO eiqm;~l .)' 

•ù) i~HJ.JCqîJ 2f'ïl! (~qJnucpou qe e~u,i.n r.is iobp .. 1 1.1r.n.w1,;1 S!J JHX\ ~).f 

E) flJ.i(qfJ b92 (9c:°}ûtJC:,fl0!3 IJS ~,P2 SIJ }!SC Gf LjijC6 Qfl I..IJOLIOC:JO\IOJ) 

1-~t":"; eJQrif.l8(0L:!J.l:;:l; '7.'..;$) b8-... L~h.\flCûll}8 !J.!01.JtK.!O 1GJ ~iJ,P

f'f:1ü~î.fffü-1:f. i .• Ji1•J1l1ù~~8 8U ~IJJiJ):1~/0[iflŒ..';;1cm.1c~- qs CG!Jl'tjG?. CJl.CfîJSUflS;~ 

' 
•• J -·-·-.. · ··-·--- - ·--------' 

~ t:\ \"-,◄1 1 
1 """ ,_ _1 - ........ ___ _ F 



100 

"" ...., .... 
::, .... _, 
1.1.1 
u 
1.1.1 
Q ...., 
cc: 
= l: 
= z 

A 

10 1 10 2 lli:l 3 

FLUORESCENCE RELRTI LIE 

100 ~ 
"" 1.1.1 .... 
::, .... .... 
1.1.1 
u 
l.w 
Q ...., 
cc: 
cc 
L 
C 
z 

0 0 
10 10 1 10 2 11a 3 

FLUORESCENCE RELATIUE 

C 

0 
10° 10 1 tt:1 2 10:âl 10 4 

FLUORESCENCE RELRTI LIE 

6roohe 8 : Marquage en 1mmunofluorescence de cellules c1rculantes 
leucosiques(enimel 132) per l'enticorps monoclonal enti
récepteurs è l'IL-2. 

a).Témoin PBS (adjonct1on de PBS en lf eu et place du monoclonal) 
b).Témoin SLN (adjonction de sérum de lapin normel en lieu et 

place du monoclonal). 
c).Merquege de cellules leucosiques (enimel 132) per l'anticorps 

monoclonal d1r1gê contre les récepteurs è l'IL-2. 

NOTE: Le glissement du pic obser~é d4ns le c4s du témoin SLN 4 

été const6té polir tous les 6nim6ttx étt1diés (JI compris 

/'lndividll narmol) 
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RESULTATS 

nombre de cellules expr1mant ces récepteurs est êlevê (cas des an1maux 
1 eucosi ques). 

Dans ces conditions, il est difficile de tirer des 
conclusions sur l'expression de RIL-2. Néanmoins, en se basant sur un témoin 
nêgat1f très dêcalê et en émettant quelques restr1ct1ons quant è ce test, nous 
pouvons croire en la présence de quelques cellules (71) disposant de RIL-2 
chez un animal en forte lymphocytose étudié ponctuellement ( 132) 
(6raphe8). Si ce résultat s'avérait exact, il nous orienterait vers 
l'hypothèse de cellules BCDS act1vées. Ma1s, seules des études 
complémentaires utilisant des anticorps de souris anti-RIL-2 (pas encore 
disponibles actuellement) seraient en mesure de nous renseigner à ce sujet. 

S1 1 ·express1 on du CDS const 1 tue une des grandes 
caractéristiques des 1 ymphocytes B infectés par 1 e BL V, nous ne pouvons pas 
exclure la présence d'autres Ag (tout aussi inhabituels) sur ces cellules 

C'est une des raisons nous incitant à vérifier l'occurence 
de molécules comme les intégrines. Celle-ci, largement distribuées sur les 
PMN (Polymorphonucléaires) et les monocytes, interviennent dans les 
processus d'adhésion cellulaire. Trois types particuliers d'intégrines existent 
au niveau des leucocytes : CD 11 o, CD 11 b et CD 11 c. Si CD 11 ci est exprimé sur 
tous les leucocytes, on n'observe que peu de cellules B comportant CD 11 b et 
CD 11 c. Cependant, De la Hera et al.( 1988) ont montré la présence de ces deux 
antigènes sur des BCDS humaines. Il était donc intéressant de voir s'il n'en 
allait pas de même dons le cos de BCDS issues de lei leucose. Quant au CD 11 a, 
vu sa présence sur tous les leucocytes, 11 ne fera pas l'objet de notre étude. 

L'un des intérêts majeurs de l'analyse en cytométrie de 
f lux réside dons lo possibilté de déterminer une population cellulaire 
part1cu11ère en vue de son examen spéc1f1que. Dans le cas présent, ce procédé 
nous a permis de rendre compte de la répartition de CD 11 b et CD 11 c sur une 
population enrichie en lymphocytes. Celle-ci est déterminée à partir des 
caractéristiques de taille et de gnmulosité propres à ces cellules. 

La suspens1on cellula1re résultant de la préparat1on 
utilisée ("Fi coll") est composée en majorité de lymphocytes B et T, mais 
aussi d'une faible proportion de monocytes. Etant donné l'importance de leur 
taille et de leur granulosité par rapport aux lymphocytes, il est possible de 
dél1m1ter une "fenêtre" comprenant ces monocytes (Graphe 9) sur un graphe 
taille/ granul osité. 
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Grephe 9 : Déllmitetion d'une "fenêtre" comportent une mejorité de 
monocytes è pertir des ceroctéristiques de toille et de 
granulos1té propres à ces cellules. 
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granulosité propres è ces cellules. 



RESULTATS 

Néanmoins, 11 ex1ste souvent des "paras1tes" au se1n de 
cet te population. 11 s'agit souvent de grands 1 ymphocytes granuleux ou 
d'autres cellules (voir cycle cellulaire) présentant une taille et/ou une 
gnmulosité élevée. De plus, l'étoblissement de cette "fenêtre" est très 
subjective. Ceci explique pourquoi nous nous limiterons à l'étude de la 
population totale et d'une "fenêtre" comprenant une majorité de lymphocytes 
(en nombre beaucoup plus élevé que les monocytes) au sein de laquelle "la 
contamimition" est moins importante (Graphe 10). 

Passons tous d'abord en revue 1 a ré part 1 t ion des deux 
intégrines visées au niveau de la suspension cellulaire globale (Tableau XI). 
Si le pourcentage de cellules normales détectées par des anticorps anti
CD 11 b et anti-CD 11 c est de 22i, la proportion de spécimens positifs 
augmente fortement pour les cellules leucostques {nous passons de 44 à 59 i 
pour CD 11 c et de 59 à 6 7 i pour CD 11 b). De te 1 s résultats indiquent que 1 es 
monocytes (constituant au grand maximum t5i de la préparation) ne sont 
plus les seuls à exprimer ces marqueurs. 

Afin de vérifier ceci, nous avons recours à l'examen d'une 
"fenêtre" englobant une majorité de lymphocytes (Tableau XI). Chez un 
anima 1 norma 1, 1 u; des ce 11 ul es ont été détectées par l'ant i-CD 11 c. Bi en que 
faible, ce chiffre indique qu'il pourrait exister soit quelques lymphocytes 
exprimant CD 11 c soit une légère contamination de la "fenêtre" par des 
monocytes. Cependant, l'augmentation des pourcentages chez les animaux 
leucosiques (38 à 50 i) permet d'enYisager que certains lymphocytes 
contiennent bien CD 11 C en membnme. L'étude de lo même "fenêtre" dans le 
cas d'un marquage à l'anti-CD 1 1 b accentue encore ces réflexions. Les 
pourcentages passent en effet de 7i (normal) à 64i (maximum pour 76 et 
163). 

Molgré l'analogie constatée entre ces deux ontigènes, il 

semble qu·11s ne varient pas tout a fait de la même manière par rapport aux 
proportions de cellules lgM+. Le pourcentage de cellules CD 11 c paraît en 
effet atteindre son apogée pour un animal ayant moins de lymphocytes lgM+ 
(64% pour l'onimol 77) (Graphe 11 ). Au niYeou de CD 11 b, le ploteou est 
apparemment atteint pour un pourcentage dïgM+ un peu plus élevé (Graphe 

12). Bi en que sources d'i ndi cations intéressantes, ces évo 1 ut ions per repport 
aux pourcentages dïgM+ doivent être prises avec précautions et vérifiées sur 
un grond plus grond nombre d'onimoux leucosiques. 
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Il 

Anti-CD 11c Anti-CD 11 b 

1 

Populotion ·Fenêtre" Populotion "Fenêtre" 
totale totale 

An1maux :g Moy. :g Moy. :g Moy. :g Moy. 
1 

Normal 22 177 1 1 15B 22 67 7 45 
163 44 71 38 50 66 

1 
79 64 

1 

70 
76 52 108 42 76 67 82 64 71 
77 59 134 50 96 59 113 53 · 64 

Tableau XI : Comporoisons des pourcentages des cellules marquées 
perles anticorps anti-CD 11 Cet antl-CD 11 b. 
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RESULTATS 

Les résultats enregistrés lors de l'étude des moyennes 
d'intensités de fluorescence présentent aussi un certain intérêt. En ce qui 
concerne le marquage du CD 11 c, nous pouvons remarquer une diminution 
importonte des moyennes correspondont oux cellules leucosiques (de 177 o 
71 pour l'animal 163). Mais, la réflex1on ne s'arrête pas là. En effet, la 
"fenêtre" enrichie en lymphocytes indique que ce sont surtout ceux-ci qui 
enregistrent une diminution importante d'intensité de fluorescence (de 158 â 
50 pour l'onimol 163). 

Nous sommes donc en droit de penser que si le pourcentage 
de cellules CD 11 c+ s'élève chez les animaux en lymphocytose )a densité de 
ces antigènes diminue. Comme les cellules porteuses de CD 11 c sont surtout 
des monocytes chez l'onimol normol et que lo "fenêtre" délimitée pour cet 
animal contient apparemment encore quelques-une de ces cellules. nous 
pouvons croire que l'expression des molécules de CD 11 c est plus faible pour 
les animaux leucosiques. Dans le cas où "la fenêtre" contiendrait chez 
l'animol normal des lymphocytes o densité très élevée de CD11c, cette 
conclusion n·en serait pas plus modifiée. 

Par contre, 1 es moyennes d'intensité consécutives au 
marquage globale de CD 11 b ne signale pas ce phénomène. Mieux, elles 
semblent augmenter légèrement pour deux emimoux leucosiques ( 163 et 76) 
et plus fortement encore pour l'animal 77 ( 113 contre 67 à l'animal témoin). 
Ces résultats se répercutent comme pour le CD 11 c (mais dans une moindre 
mesure) sur les cellules constitutives de notre "fenêtre". 

Bien que les variations par rapport à l'animal normal 
soient moins prononcées que pour CD 11 c, ces résultats soulignent la 
différence existant entre les deux types d'intégrines (ébauchée lors de 
l'étude de lo corrélation éventuelle entre les pourcentages dï gM+ et les 
pourcentages de CD 11 b+ et CD 11 c+). Dans le cas présent. nous serions en 
présence d'une légère augmentation de densité de CD 11 b sur l es cellules 
1 eucosi ques. 
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Graphe 13 : Evolution des pourcentages de cellules exprimant 
respectivement des lgM et des molécules CD5 en fonction du 
degré de lymphocytose de l'animal considéré. 



RESULTATS 

1.4. Evolut1on de certa1ns paramètres en fonct1on de la 1umohocytose. 

Les cnimcux en forte lymphocytose dont nous disposions 
présentent tout de même entre-eux quelques var1at1ons quant au degré de 
lymphocytose. 11 nous semble donc opportun de regarder s'il n'existe pas de 
relat1on étroite entre celui-ci et l'expression des antigènes les plus 
significcitifs de lei perturbction du système immunitcire engendrée pcir le 
BLV. 

Les marqueurs les plus extraordinaires des cellules 
circulantes des animaux infectés sont certainement les lgM membranaires et 
les molécules CDS. Le grciphe 13 présente les pourcentcges de cellules 
marquées respect1vement par des ant1-lgM et des ant1-CD5 par rapport au 
degré de lymphocytose. La quentité de lymphocytes considérée comme 
normale par la clé européenne (Straub, 1987) étant modulée par l'âge du bovin, 
nous civons déci dé d'exprimer cet te 1 ymphocytose sui vcint 1 e nombre de 
lymphocytes excédant la valeur phys1olog1que pour un an1mal de cet êge. 

Les résultats indiquent une re 1 at ion étroite entre 1 e 
pourcentage de cellules lgM+ et la lymphocytose. Néanmoins, il semble qu'en 
très forte lymphocytose, la proportion de ces cellules stagne. Le même genre 
de rêflex1on s·app11que à rexpress1on du CDS. ce test pourratt être conf1rmé 
avec plus d'animaux leucosiques, mais il reprend déjà en partie ce qu'ont 
décrit Depelchin et al. en 1989. 

Ce type d'arn~lyse peut également s'adresser aux 
pourcentages de cellules expr1mant d'autres marqueurs. Ma1s, étant donné la 
relation linéaire (jusqu'au plateau) entre les lgM+ et la lymphocytose, tout 
autre graphe ne serait qu'une répétition des schémas exposant 1 es 
pourcentages de cellules marquées par rapport aux lgM+. 

1.5. Enseignements générés par l'étude phénotypique des cellules 
ci rcul antes d'animaux en forte 1 ymphocytose. 

Le but principal de cette étude consistait initialement à 
vérifier la présence de certains marqueurs (lgM et CDS) sur des cellules 
circulantes d'animcux en forte lymphocytose, mais aussi d'epprécier si la 
perturbation phénotypique ne s'étendait pas à d'autres ant 1 gènes (découverts 
ou non sur des BCD5 murines ou humaines). 

55 



RESULTATS 

Les prem1ers tests réa11sés confirment en effet la 
présence d'une quantité importante de cellules B exprimant pour la plupart 
des lgM et le CDS. A ce niveau, nous sommes déjà en mesure d'établir un 
parcsllèle entre les phénotypes des BCDS bovines, murines et humc,ines. 
Néanmoins, il semble que, contrairement à ce qu'ont décrit Hayakawa et 
Hardy ( 1988) chez la souris, la densité du CDS en surf ace des lymphocytes B 
bovins soit la même que sur les cellules T. 

Mais, la comparaison entre les trois espèces ne s'arrête 
pas là. Nous avons en effet m1s en évidence la présence de deux classes 
d'intégrines (CD11b et CD11c) sur une proportion importante de cellules 
circulantes leucosiques (commme De la Hera et al. l'ont décrit chez la souris 
et chez l'homme en 1988). Ces molécules, généralement impliquées dtms les 
processus d'adhésion cellulaire, sont certa1nement susceptibles de pc,rticiper 
à des phénomènes d'interactions cellulaires très pointus (installation de la 
phase tu_ morale par exemple). 11 est cependant trop tôt pour élaborer de tels 
plans dans la mesure où nous ne connaissons pas l'influence que pourraient 
avoir les intégrines dans le contexte de cellules BCD5. 

Au-delà des analogies phénotypiques, notre attention s'est 
portée sur l'expression plus ou moins importante de Ag membranaires 
considérés comme "marqueurs d'activation" sur les cellules leucosiques. Ce 
terme doit par ailleurs souvent être relat1v1sé. 11 en est ainsi pour 
l'augmentation drastique de la densité des lgM chez les individus infectés par 
le BLV. S'il est vrei qu'une cellule ectivée exprime plus dïgM, cette 
caractéristique ne prouve en rien que les BCD5 ne proviennent pas d'une 
11gnêe cellula1re d1st1ncte ayant à ror1g1ne une dens1té plus grande d'lgM. 
Plus qu'un phénomène d'ectivation, la densité des lg de surfece indique une 
capacité plus forte à réagir face aux Ag spécifiques des ces enticorps. Le 
même type de réflexion est également d'application en ce qui concerne le 
nombre élevé de cellules leucos1ques portant des RFc et des molécules CD 11 c 
(ces dernières ayant été découvertes par Chadburn et a 1. en 1990 sur des 
cellules T activées). 

Enfin, d'autres indices d'c,ctivcstion, découverts 
ponctuellement (RIL-2 et dens1té des Ag de classe 11) chez des individus 
infectés sont également en mesure de nous aiguiller vers l'hypothèse 
d"'activation", mais seulement à condition de vérifier leur occurrence à plus 
grande échelle. 
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L'étab11ssement des phénotypes membrana1res de d1vers 
animaux en forte lymphocytose a donc confirmé l'état perturbé de leurs 
cellules B senguines, décrit par eilleurs dans la littérature (Depelchin et 
el ., 1989). De plus, certeins signes reflétant une possible activation ont été 
détectés sur un nombre conséquent de cellules leucosiques. 

Mais, d'une part, il reste à prouver que ces Ag n'ont pas été 
acquis lors de l'ontogenèse par des cellules constituant une lignée séparée. 
Dans cette optique, une étude approfondie de cellules bovines foetales 
s'impose. 

D'autre part, il serait intéressant de savoir si ces 
perturbations phénotypiques ne sont pas associées à des modifications 
physiologiques des cellules, celle-ci pouvant se traduire par une quantité de 
phénomènes (réect1v1té plus 1mportente, prol1féret1on, sécrétion .. .). 
C'est dans ce but qu'ont été entrepris les volet suivants de notre travail. 
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2. ETUDE DU CYCLE CELLULAIRE. 

Af1n de m1eux cerner l'état phys1olog1Que des cellules B 
circulantes, il nous paraît utile de faire appel dans un premier temps à 
l'étude de leur cycle cellulaire. 

11 n'est en effet pas illusoire de penser qu'une population 
de cellules dans un certatn état d'acttvatton présente une proportion de 
spécimens qui cyclent in sitll. Si c'est le cas, ces cellules se trouvent 
certainement dans une phase active de leur cycle, c'est-à-dire en phase de 
préparation à la synthèse (G 1), en phase de synthèse proprement dite (S), en 
phase pré-mitotique (G2) ou en mitose (M). Ces différentes phases étant 
caractérisées par un contenu cellulaire en DNA différent (2n pour G 1, 2 à 4n 
pour S et4n pour G2 et la mitose), nous nous sommes donc attachés à étudier 
lo quantité de DNA interne. 

La technique ut 111 sée (Gre1 mers, 1990) permet 1 a détect 1 on 
du DNA en immunofluorescence. Ce procédé requiert néanmoins un traitement 
préalable des cellules. Celles-ci sont en effet perméabilisées par de l'éthanol 
afin de permettre l'entrée d'un composé fluorescent (iodure de propidium) et 
sa fixation entre les bases des acides nucléiques. Afin d'éviter une liaison de 
cette substance avec le RNA et donc une détection impromptue de celui-ci en 
immunofluorescence, une solution de HCl (dénaturante pour le RNA) est 
utilisée. L'analyse de ce marquage fait appel à la cytométrie de flux. 

2.1. Mise au point. 

Cette technique a tout d'abord été appliquée â des cellules 
provenant d'un animal normal. A ce niveau la presque totalité des cellules 
sanguines se trouvent au repos. L'analyse en cytométrie de ces cellules 
révèle une distribution de fluorescence en monopic (Graphe 14n). Comme la 
majortté des cellules au repos (GO) présentent un DNA 2n, 11 est logtque 
d'attribuer le monopic à celles-ci. Néanmoins, la phase G 1 du cycle 
(également caractérisée par un DNA 2n) pourrait correspondre tout autant à 
cette ré port 1t ion. 

S1 nous constdérons matntenant la répartttton de cellules 
actives ayant subi le même traitement (cellules de la lignée MLA-144), le 
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schéma est un peu dtfférent (Graphe 14b). Certes, un ptc tmportant est 
toujours bien individualisé, mais nous pouvons remarquer la présence d'un 
autre pic cellulaire situé au niveau d'un cenal de fluorescence correspondant 
au double du premier pic. Cela laisse présager qu'une proportion importante 
de cellules comportent un DNA 4n. De plus, certatnes cellules semblent 
émettre une fluorescence intermédiaire, signe de la phase de synthèse ou 
d'une aneuploïdie (phén,omène peu probable pour une lignée établie). 

Par ailleurs, afin de vérifier l'origine du second pic, nous 
avons mts en oeuvre un test permettant de bloquer ces cellules en phase M. 
Celles-ci ont en effet été incubées en présence de colchicine (à 0,01 _µgr/ml), 

puissant bloqueur des cellules en mitose. Après traitement à l'éthanol et à 
l'acide chlorhydrique et marquage à l'iodure de propidium, les résultats 
obtenus ont été comparés au test précédent (Grnphe 15). Après 4 heures 
d'incubation, plus de la moitié des cellules sont déjà arrivées au niveau du 
second pic, bien que l'on remarque un glissement du premier. Des cellules 
traitées 8 heures avec de la colchicine font en majorité partie intégrante du 
second pic. Vu l'accumulation de cellules à ce niveau, les phase G2 et M 
(indistinguables à la lumière de cette quantification de DNA) semblent donc 
représentées par 1 e second pic. 

Bi en que cette méthode permet d'i ndi vi dua 1 i ser 1 a 
proportion de cellules comportant 2n et 4n chromosomes, elle ne peut faire 
l a distinction entre GO et G 1 ni entre G2 et M. Etant donné que ce procédé de 
marquage du DNA nous indique si les cellules se multiplient in sit11 et nous 
donne donc des renseignements sur leur état d'activation, nous aborderons 
l'étude des animaux leucosiques à l'aide de cette technique. Néanmoins, il 

existe certaines méthodes de coloration de DNA et de RNA par des composés 
f luorescents (Darzynk1 ewt cz et al., 1976 et 1977) permettant d'env1 sager 
chaque phase du cyc 1 e séparément. 

Un dernier doute reste permis en ce qui concerne 1 o phase 
S. En effet, cette étape se s1tuant entre GO/G 1 et G2/M, certatnes cellules en 
phase de synthèse sont comptabilisées soit en GO/G 1 soit en G2/M. Un modèle 
polynômial (cfr. Matériels et méthodes, 3.2.1.b) résoud en partie le problème. 
Bien que fort stéréotypé, il tient compte de l'éventualité d'avoir des cellules 
en synthèse repr1 ses dans 1 ·un des deux pics. 
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2.2. Application de la technique eux cellules circulantes d'animaux 
1 eucosi gues. 

Nous nous sommes penchés sur la répartition ce11ula1re de 
quatre animaux 1 eucosi ques que nous avons comparée à 1 a di stri but ion de 
cellules provenant d'un animal normal (Graphe 16). Très peu de cellules 
sanguines normales cyclent in sitt1. 11 est donc logique de constater qu'une 
infime quantité de cellules se trouvent en phase G2/M (< 1 i). s·n paraît en 
exister 2:g en synthèse, il ne faut pas perdre de vue que notre modèle 
polynômial tient compte de la possibilité que des cellules en synthèse soient 
comptabilisées en phase GO/G 1 au préalable (mais non de leur présence 
effective). 

En examinant la distribution de l'animal 71, nous 
remarquons une légère augmentation du nombre de cellules tant en phase S 
(4i) qu'en G2/M (2i). Cet animal infecté au BLV, bien que n'étant pas en 
lymphocytose, présente donc une légère perturbation phys1olog1que de 
certaines de ces cellules. 

Par contre, l'étude d'animaux en forte lymphocytose (76, 
77 et 163) montre des variations beaucoup plus drastiques : allant de 5:g 
(pour G2/M) et 7:g (pour S) jusqu'à des maximum de 1 oi pour chacune des 
deux phases. 

La lymphocytose paraît donc bien corrélée à des 
modifications physiologiques de cellules sanguines. 

Malgré ces résultats encourageants, plusieurs problèmes 
inhérents à ce test restent à régler. Tout d'abord, la méthode de préparation 
des cellules en vue du marquage 6 l'iodure de propidium (I.P.) comporte une 
étape délicate (le traitement à l'éthanol) où la formation d'agrégats n·est pas 
à exclure. Lors de leur détection en cytométrie de flux, ces formations 
cellulaires engendreraient une image représentant des pics d'intensité de 
fluorescence plus élevée que la normale. Par exemple, si deux cellules 
étaient collées, elles émettraient une fluorescence double. 

Dans cette optique, il est possible que les cellules G2/M 
constituent un artefact. Ceci semble néanmoins peu probable. En effet, il est 
difficile d'expliquer pourquoi les cellules normales ne forment pas 
d'agrégats. De plus, l'étude biparamétrique (fluorescence due à l'I.P. en 

60 



300 

"' ...., -= --...., "-J ...., 
= ...., 
= = l: = z 

Normal 

0 
0 100 2121121 

FLUORESCENCE RELATIUE 
6211/61 Ratio: 1. 92 

6] Pbooe Stetist1cs 
Mean 97 .1 
CV : 4.1 X 

Cel l Cycle Stetistip 

600 

"' ...., -= --...., "-J ...., 
= ...., 
= = l: 
C z 

Phese 
61 
s 
G2M 
To t al: 

Events 
2772 

51 
11 

2834 

Percent 
98 

2 
0 

100 

76 

0 
0 100 2~~ 

FLUORESCENCE RELRTILIE 
G2M/Gl Ratio: 1. 98 

§l Pbooe Statist1cs 
Mean 99. 7 
CV : 3.1 X 

Cell Cycle 
Phase 
GI 
s 
6211 
Total: 

Shi Utics 
Events 

3987 
.(43 
233 

.(663 

Percent 
86 
10 
5 

100 

300 

"' ... --= --... -
"-J ...., 
= ... 
cc 
= l: -
= z 

71 

J 
0 TT' J l 1 1 1 J ,-.-,,T'l T ,-, 'l 

0 10121 200 
FLUORESCENCE RHRTIUE 

62M/61 Ratio: 1. 91 

6J Phese stet10\1cs 
Mean : 90.5 
CV : 5.3 X 

Cell Cycle Stetistics 
Phase Events Percent 

'400 

"' ...., -= -..... ...., 
~ ...., 
= ...., 
cc 
= l: 
C z 

Gl 
s 
6211 : 
Total: 

2693 94 
128 4 
48 2 

2869 100 

77 

0 
e i0t, 2011 

FLUORESCENCE RELRTILIE 
6211/61 Ratio: 1.99 

s1 Pbose Statistie3 
Mean 111. 9 
CV 3. 7 X 

Cell Cycle 
Phase 
61 
s 
62M 
Total: 

$toti1t1c11 
Events 

2964 
264 
377 

3605 

Percent 
82 

7 
10 

100 



300 

"' ..... _, 
= _, _, ..... 
u 
..... 
= ..... 
cc 
= l'.: = z 

0 

163 

0 jQ'2J 200 
FLUORESCENCE RHRTIUE 

G2MIG1 Retio: 1.98 
G.L..Eb.e &.!:... ::>ta t 1 s tic S 

Mean 106.2 
CV 4.1 % 

Cell Cycle Stetistic! 
Phase Events 
61 2690 
S 211 
G2M : 333 
Total: 3234 

Percent 
83 
7 

10 
100 

Grnphe 16: Compeireiison du meirqueige de DNA de cellules proveneint de 
différents animaux (normaux ou leucosiques) et cela, après 
analyse par le modèle polynomial. 

...., 
= 
= _, ...., 
= ...., 
u z ...., 
u 
"' ...., 
a: 
= = -... 

TRILLE RELRTIUE 

Graphe 17: Répartition de cellules leucosiques (animal 163) suivant le 
taille et le fluorescence résultant du marquage de DNA è 
l'iodure de pro pi di um. 



1~ l 0 

FLUORESCENCE RELRTIUE 

Graphe 16 : Réport it; on des noyoux des cellules 1 eue os; ques (cmi mol 163) -
suivent le fluorescence résultent du merQuege de ONA è 1'1odure 
de propidium . 

... 
= 
i _, ... 
a: ... u 
z -... u 
~ ... 
a: 
C, 

= _, ... se 1 1 

TRILLE RELRTIUE 

6rophe 19 : Répertition des noyeux de cellules leucosiques (enimal 163) 

suivent le teille et le fluorescence résultent du merquege de 
DNA à nodure de prop"Îdium. 



RESULTATS 

fonct1on de la ta111e) nous apprend qu·11 n·ex1ste pas de différences de ta111e 
notoires entre 1 es ce 11 ul es des populations en GO/G 1 et G2/M (Graphe 17). 

Si les cellules analysées ne sont pas agencées en agrégats, 
une double intensité de fluorescence (DNA 4n) pourroit être la conséquence de 
cellules b1nucléées (âne pas nég11ger car 11 s·ag1t de cellules "leucémiques"). 
Nous avons donc réalisé un test capable de vérifier cette hypothèse. 

11 s'agit en fait d'extraire les noyaux (sans les altérer) de 
l o cellule, de les morquer èJ 1'1.P. et de les onolyser en cytométrie de flux. Ce 
procédé a été app11qué chez un an1mal 1eucos1que ( 163). Le diagramme obtenu 
(Graphe 18) présente des résultats analogues à ceux obtenus avec des 
préparations cellulaires, à savoir deux pools nucléaires bien individualisés. 
Le pic G2/M n'est donc pos lo conséquence directe de cellules binucléées, ce 
phénomène étant par ailleurs tout aussi anormal que des cellules cyclantes 
au niveau du sang. De plus, ce processus met également en exergue une taille 
plus importante pour les noyaux G2/M (ne paraissant pas lors d'études de 
préparation cellulaire)(Graphe 19). 

La population cellulaire sanguine (isolée sur "Ficoll") d'un 
anima 1 1 eucosi que en forte 1 ymphocytose est donc constituée d'une majorité 
de cellules 2n (phase GO/G 1 ), mais aussi d'une partie non négligeable de 
cellules en synthèse ou en phase G2/M du cycle. La nature de ces cellules 
"activées" peut être multiple puisque la préparation contient à la fois des 
lymphocytes B, des lymphocytes T et des monocytes. En effet, bien que la 
l ymphocytose des cellules B soit un focteur généralement admis comme 
symptôme de la leucose bovine (Portetelle, 1990), 11 n·est pas impossible que 
d'autres cellules interviennent activement dans le processus de la maladie. 

Nous avons tenté de 1 ever 1 e voi 1 e sur cette interrogation 
et d'identifier les cellules concernées par la phose G2/M. Dans cet ordre 
d'idée, deux paramètres ont été spécialement étudiés : la granulosité 
di fférentielle des populations en GO/G 1 et G2/M et leur phénotype 
membranaire. 

2.3. Identification des cellules en phase G2/M. 

La cytométrie de flux met à notre disposition quatre 
paramètres : la taille, la granulosité et deux types de fluorescence. Chaque 
cellule peut être étudiée pour n'importe lesquels de ces paramètres pris deux 
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â deux. c·est par ce biais que nous avons tenté de mieux cerner la nature des 
cellules en G2/M. Nous présentons ici les tests réalisés sur un animal en 
forte 1 ymphocytose ( 163). 

2.3.1. Granulosité. 

Si les ce11ules des phcses GO/G 1 et G2/M ne présentent 
pas de différence de taille notoire, 11 en est tout autrement au niveau de la 
granulosité. Le schéma global l'esquisse (Graphe 20), mais l'analyse séparée 
des deux phases rend encore mieux compte de ce phénomène. 

Nous ovons d'obord envisogé l'étude des cellules en phose 
GO/G 1. Les cellules, circonscrites par une "fenêtre" précise, ont été 
analysées suivant la granulosité. Le graphe 21 représente la distribution 
cellulaire en fonction de leur granulosité. Dans ce cas, les cellules sont 
réport i es outour d'un pic dons 1 o gronul osi té moyenne vout 71,31 . 

L'examen d'une "fenêtre" englobant les cellules G2/M est 
ensuite envisagé (graphe 22). Vu la quantité moindre des cellules au niveau 
de cette phase, le test a été réalisé sur un plus grand échantillon total. Ceci 
explique pourquoi le nombre de cellules ou niveau mcximun du pic est plus 
élevé dans ce cas. Le schéma de cette population montre un glissement du pic 
et donc une moyenne plus grande ( 144,94). La plupart des cellules en phase 
G2/M semble donc plus granuleuses que les autres. A ce niveau, deux 
alternatives s'offrent o nous : 

-soit les cellules G2/M sont des monocytes non activés (ceux-c1 
étant physiologiquement plus granuleux que les lymphocytes). 

-soit il s'agit de cellules (lymphocytes ou monocytes) activées 
ayant subi un processus généra 1 de modifications physi o 1 ogi ques conduisant è 
des sécrétions intenses et/ou â un doublement de la quantité de DNA et des 
divers constituants cellulaire en vue d'une duplication. 
Ce procédé serait è l'origine de l'augmentation de la granulosité. 

Dès maintenant, nous allons examiner ces deux solutions. 
A la lumière de l'analyse de granulosité, l'hypothèse des monocytes non 
act ivés est possible. Ceci nous obligerait en fait è revoir toute notre 
méthode menant à la séparation des populations 60/61 et 62/M. Néanmoins, 
ceci est difficilement concevab 1 e. 
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Tout d'abord, il faudrait expl1Quer pourquo1 ces cellules 
possèdent un DNA 4n. 

S'il est vrei que le technique de préperetion des cellules 
("Ficoll") ne permet pes d'éliminer l'entiéreté des monocytes, le nombre de 
ces monocytes rés1duels devrait être plus ou moins le même que 1'1nd1vidu 
soit normal ou leucosique. Or, nous ne trouvons pas de cellules en G2/M pour 
l'an1mal normal. 

Enfin, une grenulosité plus importente de ces monocytes 
devrait être corrélée avec une augmentation de taille, ce qui n'est pas le cas. 
En regard de ces explications, peu de chances existent pour que toutes 1 es 
cellules considérées comme G2/M soient des monocytes, qu'ils soient 
impliqués ou non dens un phénomème d'ectivetion. 

11 nous reste donc la seconde hypothèse, à savoi r des 
cellules B ou T activées. Néanmoins, l'identification précise ne peut se 
réaliser qu'a l'aide d'enticorps spécifiques d'antigènes membreneires de ces 
t ypes cellulaires. 
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e).Schéme rendent compte de le dens1tê ce11ule1re essoc1ée 
eux deux peramètres de fluorescence (I.P. pour le DNA et 
FITC pour les lgM). 

b).Statistiques estimant la population de cellules tgM+ dans 
chaque quadrant. 
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2.3.2. Phénotypes membrana1 res. 

Afin de disposer d'un échantillon assez important de 
spécimens en G2/M, ces tests d'identification ont porté sur des populations 
ce11ula1res de tro1s an1maux leucos1ques en forte lymphocytoses (76, 77 et 
163). Nous ne présentons ici que le résultat d'une seule étude ( 163), les 
autres étant ponctuées de conclusions analogues. 

Les deux anticorps monoclonaux que nous avons utilisés 
étaient d1rigés contre des antigènes membranaires de lymphocytes T (CD2).et 
de 1 ymphocytes B (1 gM). 11 s sont nommés respectivement I LA 42 et 1 H4 et 
sont reconnus par des anticorps secondaires couplés au FITC (cfr Matériels et 
Méthodes). Afin de ne perdre de vue les phases du cycle, ce marquage est 
réalisé en combinaison avec une détection du DNA à l'I .P .. De ce fait, les 
cellules subissent donc toujours un traitement à l'éthanol et au HCl. Le 
double marquage est analysé en cytométrie de flux et les cellules sont 
visualisées suivant les deux paramètres de fluorescence sur un graphe 
refl êtant 1 a densi tê de ce 11 ul es associ êe à ces deux types de f1 uorescences. 

Ce diagramme permet l'identification de diverses 
populations parmi quatre quadrants, dé li mités après l'ana 1 yse de témoins 
négatifs(marquage à l'IP.sans FITC et marquage FITC sans incorporation 
dï .P.). Le quadrant n° 1 est constitué de cellules en phase G2/M (doubl e 
quantité de DNA fixé par l' I.P.) qui ne sont pas détectées par l'anticorps 
monoclonal , le n°2 de cellules en phase G2/M marquées par le monoclonal, le 
N° 3 de cellules en phose GO/G 1 non marquées en FITC et le dernier de 
cellules GO/G 1 dêtectêes par le monoclonal. 

Ces différentes mi ses au point didactiques étant faites, 
nous pouvons maintenant aborder les tests réalisés. 

a). Détecti on des cellules B exprimant des lgM (graphe 23). 

Le marquage du DNA à l'IP. propose toujours deux pools 
cell ul a1 res b1 en 1 nd1 v1 dual 1 sés. comme rétude du phénotype global de ran1 mal 
163 l'avait montré, le pourcentage de cellules comportant des lgM (quadrants 
n°2 et 4) est très élevé ( plus de aoi). Examinons maintenant les populations 
de chaque quadrant séparément. 

Vu l'absence presque total e de cellules dans le quadrant 
n° 1, on peut logiquement penser que la majorité des cellules en phase G2/M 
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&rapbe 24: ldent1f1cet1on des cellules const1tut1ves des pheses 60/61 et 
62/M par marquages combinés du DNA et du CD2. 

a).Schéma rendant compte de la densité cellulaire associée 
eux deux peramètres de fluorescence (I.P. pour le DNA et 
FITC pour le CD2). 

b).Statistiques estimant la proportion de cellules dens 
chaque quadnmt. 
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sont lgM+. cec1 conf1rme par a111eurs que l'hypothèse suggérant la présence 
exclusive des monocytes au sein de cette population n'entre plus en ligne de 
compte. Le reste de cellules lgM+ se situe donc en phase G0/G 1. A ce stade, 
deux réflexions s'imposent. D'une part, nous savons maintenant que la plupart 
des cellules 4n sont des cellules B. o·autres part, 11 ex1ste au mo1ns 901 de 
ces lymphocytes B lgM+ (nombre de cellules lgM+ en G0/G 1 / nombre total de 
cellules lgM+) ne se trouvant pas en phase 62/M. Toutes ces cellules ne sont 
donc pas au même niveau du cycle cellulaire. 

Le demi er quadrant (n°3) ne nous renseigne pas outre 
mesure. En effet, si 161 des cellules ne comportent pas d'lgM et se trouvent 
en phase G0/61, la constitution de cette zone peut être très hétérogène. Nous 
avons en effet la possibilté d'y retrouver des monocytes des lymphocytes T 
et des lymphocytes B expr1mant d'autres 1sotypes d'immunoglobulines (bien 
que le phénotype nous indique que la majorité des lymphocytes B portent des 
lgM). 

11 est également intéressant de se souvenir qu·un animal 
en forte lymphocytose ne possèdent que 15 à 201 de lymphocytes T. 11 est 
donc possible que cette faible proportion empêche la mise en évidence de 
cellules T. Dans cet ordre d'idée, plus le nombre de cellules analysées est 
élevé, plus nous avons de chance de détecter les quelques spécimens 
constituant le pool T. Le test de détection de ce type de cellules s'est donc 
effectué sur un échant i 11 on p 1 us important( 10.000 ce 11 ul es contre 3000 pour 
l e marquage anti-lgM). 

b). Détection des cellules T.(graphe 24). 

Dans ce cas, rant1corps monoclonal reconnu en indirect par 
des anticorps couplés au FITC est spécifique d'un marqueur ubiquiste des 
ce11ules T (CD2). Les quadrants n°2 et 4 représentent donc l'ensemble des 
cellules T présentes, d savoir 141 du total de l'échantillon. Vu le degré de 
lymphocytose de l'animal 163, ce résultat est log1que. De plus, 11 confi rme 
les études phénotypiques. 

L'examen des quadrants nous révèle que la majorité des 
ce 11 ul es sont en phase G0/G 1. Mais, contrairement à ce que 1 e test précédent 
aura1t pu nous fa1re cro1re, nous remarquons la présence de quelques cellules 
T en G2/M. Les lymphocytes B n'ont donc pas l'exclusivité de cette phase. 
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Les quadrants n° 1 et 3 conf1rment les résultats des 
marquages des lgM. Certes, le pourcentage de cellules B lgM+ en G2/M( 101 du 
total des lymphocytes B lgM+) est beaucoup plus important que pour les 
cellules T (3:g du total des cellules T), mais rien ne prouve que certaines 
cellules T ne soient pas 1mpl1quées dans un phénomène d'activation 
consécutif à l'infection par 1 e BL V, comme ce 1 a semb 1 e 1 e cas pour 1 es 
1 ymphocytes B.' 

Par souc1 de clarté et vu la lourdeur du calcul stat1st1que 
mettant en évidence la phase s, celle-ci n'a pas été abordée precédemment. 
Maintenant que nous avons mieux caractérisé les étapes GO/G 1 et G2/M, il 
nous faut revenir à cette phase intermédiaire du cycle cellulaire. 

2.4. Estimation de la phase de synthèse. 

Comme nous venons de l'indiquer, la constitution de la 
phase S est quantifiable par une procédure mathématique très rigide, ne 
tenant pas totalement compte de la variabilité i ndi vi due 11 e. Néanmoins un 
autre moyen de détection peut être envisagé. Celui-ci fait appel à un analogue 
de la thymidine, la bromodéoxyuridine (BrdU). Cette molécule est incorporée 
par les cellules actives après mises en culture à 37°C .. Après incubation, les 
cellules sont marquées avec un anticorps monoclonal anti-BrdU (détecté par 
des anticorps secondaires fluorescents) et analysée en cytométrie de flux. 
Afin de garder sous contrôle l'image des phases GO/G t et G2/M, nous 
réalisons un traitement à lï.P. en combinaison avec ce marquage anti-BrdU. 

Avant tout, une mise au point est nécessaire afin de 
vérifier la possibilité de mise en oeuvre de cette technique et de déterminer 
un temps d'incubation pour lequel nous pouvons détecter 1 a présence de 
cellules en synthèse. A cette fin, des cellules de la lignée MLA-144 (actiYes 
naturellement) ont été incubées dans un milieu de culture complété de BrdU 
1 o J1M. Après deux heures, elles sont récupérées et traitées en vue d'un 

marquage à 1'I.P. avant d'être mises en présence d'anti-BrdU et des anticorps 
secondaires fluorescents (SAM-FITC). 

Les graphes résultant de l'analyse cytométri que 
représentent 1 a densité ce 11 ul aire associée aux deux paramètres ( I.P. -ant i
BrdU) simultanément. Si nous comparons 1 a réparti on des ce 11 ul es marquées à 
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&).Témoin négatif: Marquage du DNA de cellules non treitées à 
l'enti-BrdU. 

b).Schémo rendont compte de lo densité celluloire ossociée 

eux deux paremètres de fluorescence (1.P. pour le DNA et 
F ITC pour 1 'ent i-BrdU). 
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6r8phe 26 : Estimation de le proportion de cellules en phese de synthèse 
chez l'onimol 163. 

e).Témoin négatif: Marquege du DNA de cellules non traitées à 
l'enti-BrdU. 

b).Schémo rendont compte de lo densité celluloire ossociée 
eux deux paramètres de fluorescence (I.P. pour le DNA et 
F ITC pour 1 'ent i-BrdU). 

c).Statistiques est1mant la population cellulaire dans chaque 
ntJl'lrlrl'mt 
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l'IP et l'anti-BrdU à des cellules témoins n·ayant pas reçu d'anti-BrdU, nous 
remarquons que 28% des cellules sont en phase de synthèse (Graphe 25). La 
méthode utilisée ainsi que le temps d'incubation semblent donc convenir à la 
détection de la phase S et peuvent être appliqués è des cellules circulantes 
d'animaux leucosiques. 

La technique décri te a tout d'8bord été reproduite sur des 
cellules circuhmtes de l'animal 163. Le graphe résultant de l'onolyse 
cytométr1que (Graphe 26) 1nd1que que la plupart des cellules en G2/M se 
t rouvent en fait en phase de synthèse (25% du total des cellules analysées) 
tandis qu'il en existe peu (2%) en véritable G2/M (quadrant n° 1 et 2). Notons 
que dons les 25~ sont englobés les quelques spécimens étont en synthèse, 
ma1s pas en G2/M. Une très fa1ble proport1on (quatrant n°4) de cellules en 
GO/G 1 est apparemment en phase S. Ces 8% détectés ne sont peut-être que la 
conséquence du glissement général des différentes populations vers une 
intensité de fluorescence FITC plus élévée. 

Ce résultat est donc lo1n de reprodu1re nmage des cellules 
de la lignée MLA-144. De plus, si 25% des cellules sont en phase de synthèse, 
il est difficilement admissible qu'il n'en existe que peu en G2/M effectif. 
Comme les cellules ont été mises en culture, il est aussi possible que les 
cellules 1nit1alement en G2/M réapparaissent en GO/G 1 après 2 heures. 
Néanmoins, la proportion de GO/G 1 n'augmente pas après cette incubation 
(comparée au valeur que nous avions en 2.2.). De plus, comment expliquer que, 
parmi toutes les cellules en GO/G 1, très peu soient en synthèse même après 
deux heures de culture? Ces tests ne nous comblant pas, nous nous sommes 
attachés à l'étude d'un autre animal en forte lymphocytose (76). 

Le graphe obtenu (27) après double marquage paraît plus 
conforme à notre attente. En effet, si nous remarquons toujours un 
glissement des divers pools cellulaires par rapport au témoin, le marquage 
des cellules en synthèse est beaucoup mieux visualisé. Les quadrants n° 1 et 2 
donnent è présent une idée plus représentative des phases G0/61 et 62/M. 
Elles représentent respectivement 80% et 2i du total. Nous remarquons 
encore que, bien qu'en phase S, 13% des cellules n'ont pas encore assez 
dupliqué leur DNA pour qu'une détection à l'IP. ne laisse présager leur 
présence en phase de synthèse (quodront n°3). De même, 3i des cellules ont 
un DNA 4n, mais semblent toujours en train de composer leur matériel 
génétique. La moitié des cellules en phase G2/M serait en effet constituée de 
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Graphe 27 : Estimation de le proportion de cellules en phese de synthèse 
chez l'animal 76. 

a).Témoin négetif : Marquege du DNA de cellules non traitées o 
1·ent 1-BrdU. 

b).Schéme rendent compte de le densité celluleire associée 
eux deux peremètres de fluorescence (I.P. pour le DNA et 
FITC pour l'anti-BrdU). 

c).Stettsttques esttment le populet1on celluletre dans chaque 
quedrent. 
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ce type de cellules (quadrant n°5). Enf1n, 11 ex1ste très peu de spêc1mens en 
synthèse qui possèdent un DNA intermédiaire entre 2 et 4n (quadrant n°4). 

Ces résultats, bien qu'exprimant avec plus de précision les 
étapes GO/G 1, S et G2/M, doivent nêanmoins être considérés avec quelques 
réserves. D'une part, les pourcentages obtenus sont la conséquences d'une 
barrière subjectivement établie à partir de témoin négatif (cellules sans 
anti-BrdU) et sont influencés par le glissement des populations (peut-être dû 
à un marquage non spéc1f1que). 11 ne s·ag1t pas ici de pools bien individualisés 
a propos desquels aucune équivoque ne serait possible. Bien que l'on distingue 
le présence de cellules en synthèse il est difficile d'en connaître la 
proportion exacte dans chaque quadrant. 

D'autre part, les résultats présentent de grandes 
différences dans les deux cas envisagés (bien que les deux animaux soient en 
forte lymphocytose). Dans ce cas, plusieurs possibilité existent. Tout d'abord, 
les cellules conservées sous azote liquide pourn1ient subir des dommages 
1mportants lors de la congélat1on ou de la décongélation, ceci les rendant 
plus ou moins sensibles au BrdU. Ensuite, la variabilité individuelle pourrait 
être responsable d'une réaction différencie 11 e au BrdU. 

De toute manière, il est certain que des cellules 
c1rculantes d"an1maux en lymphocytose font part1e 1ntêgrante de la phase s et 
sont masquées par l'analyse statistique et le modèle polynômial. Dans cet 
ordre d'idée, les techniques d'incorporation et de marquage du BrdU semblent 
en mesure de nous venir en aide. Le sang d'autre animaux leucosiques doivent 
donc être testés af1n de répondre le plus exactement possible à ce problème. 
De plus, comme la congélation risque d'être une source de difficultés, une 
étude de cellules fraîches paraît s'imposer. 

2.5. Estimation des cellules en mitose par coloration histochimigue. 

La phase G2/M, si elle est constituée d'une proportion de 
cellules en phase S, en contient peut-être également quelques unes en 
mitose. Afin d'y voir plus clair, une coloration au May-Grunwald-Giemsa a été 
appliquée sur un frottis de cellules circulentes leucosiques (animel.163). Les 
différents composants de ce réactif permettent en effet de mieux discerner 
les noyaux en microscopie optique. 
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Sur les trois frott1s réa11sés, nous n·avons pas pu mettre 
en évidence des cellules en mitose. Ceci pourrait cependant s'expliquer par la 
destruction de ces cellules (plus fragiles) lors de la congélation ou de la 
décongé 1 ot ion. 

Ce problème pourra1t être en f a1t réglé par 1'ut111sat1on 
d'une procédure de marquage en immunofluorescence et d'analyse 
cytométrique (Darzynkiewicz et al., 1977). Néanmoins, ce genre de méthode 
requiert une longue mise ou point ovont d'orriver une détection digne 
d'intérêt. 

2.6. Enseignements générés por l'étude du cycle celluloire. 

L'établissement des phénotypes membremaires a confirmé 
les différentes perturbations du système lymphocytaire bovin consécutives à 
l'infection por le BL V et/ou o lo lymphocytose résultante. De plus, certains 
1ndtces (récepteurs des fragments Fe des lg., récepteurs à l'IL-2, dens1té des 
lgM et des antigènes de classe 11...) relevés sur quelques-unes des cellules 
ont orienté nos recherches vers un possible déréglement physiologique des 
cellules circulontes des onimoux leucosiques. 

C'est dans cette optique qu·a été entreprise l'étude du 
cycle cellulaire. Après mise au point d'une technique 6d hoc, nous avons été 
en mesure de mettre en évidence la constitution cellulaire de trois phases du 
cycle : GO/G 1 ,s et G2/M. L'application de cette méthode à des cellules 
provenant de sang d'antmaux leucostques a révélé la présence d'une proportton 
importante des cellules en phases G2/M et S; cette dernière n'étant pas le 
véritable effet du nombre de cellules en synthèse (car issue d'un modèle 
mathématique rigide). Après avoir vérifié qu·11 ne s'agissait pas d'artefacts 
(agrégats ou cellules b1nucléées), nous sommes en dro1t de penser qu·une 
quant1té importante de cellules d'animaux leucosiques présentent des 
caractéristiques synonymes d'activation et donc de perturbations 
physiologiques du système immun1taire 

Le doute subs1ste néanmoins au sujet de certaines phases. 
Ainsi, la phase S décrite par le modèle polynômial n'est pas totalement 
représentative du nombre effectif de cellules en synthèse. L'utilisation d'un 
analogue de lo thymidine (BrdU) nous a permis de mieux cerner le problème. 
Certes, nous ne sommes pas encore en mesure de calculer précisément le 
nombre de cellules en synthèses ni d'émettre un schéma général quant à 
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nmportance de ces cellules chez tous les an1maux 1eucos1ques, ma1s cette 
voie paraît riche en perspectives. 

D'autre sources de problème proviennent des phases GO/G 1 
et 62/M, 16 procédure de marquage stoechiométrique du DNA n'étant pas en 
mesure de d1st1nguer GO de G 1 ni 62 de M. Or, ceci pourrait être d'un grand 
i nterêt en vue de confirmer l'hypothèse des ce 11 ul es activées. Les ce 11 ul es en 
G 1 au lieu de GO de même que quelques spécimens en mitose abonderaient 
évidemment dons ce sens. Des procédures de marquages en 
i mmunofl uorescence existent en vue de distinguer ces phases, mais e 11 es 
nécessitent une mise au point laborieuse. De plus, notre but initial étant 
d'avoir une idée générale au sujet du phénomème d'activation, il n'était pas 
primordial d'approfondir ce domaine. 

Nous nous sommes donc efforcés de m1eux définir la 
constitution la phase 62/M. Comme la préparation cellulaire englobe de 
multiples composants (lymphocytes B lymphocytes T et monocytes), il est 
nécessaire d'étudier plus prof on dément cette étape. L'onolyse cytométrique 
des deux populat1ons les plus importantes (GO/G 1 et G2/M) nous apprend que 
s'i l n'existe pas de variation notoire de taille entre celles-ci, les cellules 
G2/M présentent par contre une granulosité nettement plus importante que 
les outres. Le pool de cellules G2/M ne reprend donc pos lo totalité des 
caractér1st1ques des monocytes. Par ce fait, nous savons maintenant qu·en 
G2/M se situent des cellules plus granuleuses que la normale et contenant 
des noyaux de taille plus importante (analyse des noyaux,cfr.2.2.). Ces 
coroctéri st i ques pourroi ent por oi 11 eurs être en re 1 ot ion ovec 1 es grondes 
cellules blastoïdes (représentant 3 à 10% des cellules circulantes) décrites 
par Fossum et al.( 1988) en cas de lymphocytose. L'activation d'une cellule 
pouvant conduire à une production intense de nouveaux composés internes, 
cette hypothèse n'est pos dénuée de tout fondement. 

o·autres constituants que les monocytes peuvent 
également faire partie du pool G2/M. Afin de mieux apprécier l'origine de ces 
cellules, nous avons réalisé séparément un marquage des lymphocytes B 
exprimant des lgM et de lymphocytes T et cela en combinaison avec une 
détect1on du DNA à lï.P. Nous remarquons ainsi qu'il existe beaucoup de 
l ymphocytes B lgM+ en G2/M, mais également que certains lymphocytes T (3% 
du total de ces cellules) se joignent à eux. 

La perturbation phys101og1que n·est donc pas lfêe 
uni quement aux lymphocytes B, contrairement à ce qu'aurait pu faire croire 
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l'étude phênotyp1que. 11 reste ma1ntenant à savo1r de quelle man1ère les 
cellules en sont arrivées à ce stade. L'intégration du provirus pourrait être la 
cause de ce dérèglement, comme pour la lymphocytose d'ailleurs. Mais ce 
n'est pas la seule possibilité. Des cellules infectées seroient peut-être en 
mesure de secréter des facteurs agtssant sur elles-mêmes ou sur d'autres 
cellules (Bou T) en vue de les activer. Dans quelle mesure 1~ provirus est-il 
la cause de ce bouleversement ? Seules des études complémentaires seront 
peut-être capables d'ébaucher une explication. 
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3. TESTS DE PROLIFERATION APPLIQUES AUX CELLULES CIRCULANTES 
o· ANI MAUX EN FORTE LYMPHOCYTOSE. 

L'étude du cycle celluloire de cellules circulontes 

d'animaux en forte lymphocytose nous incite à penser que certaines d'entre 

elles présentent quelques perturbations physiologiques (parmi lesquelles un 

éventuel phénomène d'activation). Ces caractéristiques ne sont pas 
exclusivement réservées ~ un type celluloire porticulier, puisque nous ovons 

montré qu'à la fois des lymphocytes 6 et lymphocytes T sont concernés par ce 

processus. 

Afin de vérifier cet état activé, nous avons tenté d'aborder 

le problème sous un outre ongle. En effet, des cellules entrées en phose 

active de leur cycle devraient être plus réactives que les autres lors d'une 
culture à court-terme (7 jours maximum dans notre cas). C'est dans cette 

optique que nous avons réalisé leur mise en culture (avec présence de 

substonces stimulontes) et une mesure de leur proliférotion. De plus, lo 

spécHicité fonctionnelle de certains stimuli pourrait être en mesure de nous 
renseigner sur leur cycle. Les cellules choisies en vue de ce test provenaient 

d'un anima 1 en très forte 1 ymphocytose ( 163) pour 1 eque 1 nous avons déjà mis 

en évidence des modificotions phénotypiques et physiologiques. 

La majorité des cellules répertoriées en G2/M sont 
constitutives du pool de cellules B (représentant par ailleurs 801 de la 
préporotion). Il est donc logique de foire oppel ~ des stimuli porticulièrement 

destinés aux lymphocytes B. De plus, l'utilisation d'une technique de 
cytotoxicité (Ag-Ac dépendante) médiée par le système du complément est 

tout indiquée en vue d'une élimination des lymphocytes T et donc de l'étude 

plus spécifique des cellules B. Nous ovons oinsi effectué le même genre de 

culture à court-terme avec une suspension cellulaire déplétée en 

lymphocytes T. 
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3.1. Test de pro11rêrat1on rêa11sê sur une populat1on totale. 

3.1 .1 Modolités de lo mise en culture. 

Les cellules resuspendues â 40.106 /ml dens du RPMI 

"complet" ont été distribuées dans des micropuits â fonds plats â raison de 
100 µ1/puits. Leur réportition en trip li cote nous permet d'obtenir des 

résultats valables statistiquement et leur d1spos1t1on en boîtes 1nd1v1duelles 

nous octroie la possibilité de réaliser des mesures de prolifération après 3, 

5 et 7 jours (une boîte/jour). 

3.1.2. Modes de stimulation. 

Les cellules ont été mises en présence de substonces 

cons1dêrêes comme des st1mulants naturels de lymphocytes 6 classiques. 

Nous avons tout d'abord essayé de tirer parti du phénotype caractéristique 

des cellules leucosiques, â savoir aoi d'lgM membranaires. Ces récepteurs 

immunoglobuliniques sont en effet une source potentielle d'octivation 

(cf r.1.2. 1.4). Ne connaissant pas 1 es antigènes suscept i b 1 es d'être reconnus 
par ces lg, nous avons eu recours à l'utilisation d'anticorps anti-lg de surface 

( 1 H4 contre les lgM et 3B8 contre les chaînes légères). 
Une outre méthode d'activation utilise divers subtances 

provenant des lymphocytes T Oymphok1nes). Ainsi, l'IL-4 agit sur les cellules 
B classiques en vue d'une synthèse de DNA et donc d'une entrée en phase 

active. L'IL-2 est quant â elle un facteur important du contrôle de le 
croissance des cellules B en phase G2. 

Af1n de confirmer la présence d'une certaine quantité de 

lymphocytes T, un mitogène de ces cellules (PHA, Phytohémagglutines) a été 
adjoint à l'ensemble de ces sustances. 

Les concentrations des solutions utilisées sont inspirées 

soit de l'expérience dont jouit le laborato1re en cette matière soit de la 

littérature (Freedman et al.1, 1989). 
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3.1.3. Rêsultats et discussions. 

Les mesures de prolifération sont permises grâce à 

l'incorporation è la culture de 3H-thymidine 18 heures avant le prélèvement 

des cellules, le nombre de DPM (désintégnitions par minute) détectés étant le 

reflet de la croissance cellulaire. 

Le graphe 28 rend compte de la radioactivité mesurée en 

regard du stimulus ajouté 6 la culture. L'histogramme représente une 

moyenne celculée è partir de trois valeurs (puits en triplicate) et est 

surmonté de l'écart-type résultant. La capacité de chaque substance 

stimulante est comprirée au pouvoir de prolifération de la suspension 

cellulaire 6 laquelle nous avons ajouté du RMPI minimum (sans FCS, n1 
i ndométhaci ne, ni mercaptoéthano 1 ). 

Passons maintenant aux résultats proprement dits. Les 

cellules-témoins prêsentent une pro11férat1on maximale après 5 Jours. Le 
déclin constaté après 7 jours peut éventuellement s'expliquer par 

l'épuisement du milieu en matières nutritives. 

Vu la présence d'une population T ( 1 si) et la puissance du 
m1togène ut111sê, 11 est logique de remarquer une forte prolifêration en 
réponse à la PHA. Tout en restant importante vis-à-vis du témoin, l'activité 

de cette lectine semble s'amenuiser au court du temps. 
L'IL-4 paraît potentialiser légèrement la croissance 

cellulaire pendant les 5 premiers Jours de la culture pour ensutte ne plus 
montrer de grande efficience. 11 en est tout autrement pour le surnageant 

MLA-144 (source d'IL-2). En effet, l'effet activateur est â ce niveau 

nettement marqué, que ce soit 3 ou après 5 jours. 

Les deux anticorps monoclonaux ut111sês présentent une 
évolution assez différente. Si l'anticorps anti-lgM semble jouer un rôle 

d'activateur après 3 et 5 jours (quoique nettement moindre que dans le cas du 

surnageant MLA-144), l'anti-chaînes légères n'est apparemment pas en 

mesure d'ag1r dans ce sens sur des cellules leucostques. De plus, tout comme 
l es autres stimulants, ces deux anticorps ne montrent plus d'activité après 7 
j ours. 

A ce stade, ces résultats peuvent déjà susciter quelques 

réflexions. Tout d'abord, la présence de cellules T est effective dans la 
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prêparat1on cellula1re. Etant donné leur capac1té à 1ndu1re des facteurs en 
mesure d'interagir avec les lymphocytes B, il est difficille d'apprécier 
l'activité réelle de chaque subtance testée. De plus, certaines cellules T 
(comme peut-être celles détectées en phose G2/M du cycle) ne sont pos 
1nsens1bles à des lymphok1nes comme lïL-2 et l'IL-4. 

Cette mise en garde étant faite, les différents tests 
réalisés nous apprennent que certaines cellules de la préparation sont très 
réoctives à l'IL-2 et moyennement à des onti-lgM et à l'IL-4. Les emti-choînes 
légères ne semblent pas capables d'induire une prolifération des cellules 
1 eucosi ques. 

Afin de vérifier quels types celluloires sont impliqués 
dans ces processus de croissance, 11 nous a semblé utile de dépléter la 
population en cellules T. 

3.2. Tests de prolifération appliaué O une popu1at1on dépJétée en 
cellulesT. 

3.2.1. Déplét1on des cellules T. 

En vue d'éliminer le maximum de cellules T de le 
population de déport, nous avons fait appel à un processus de cytotoxicité 
(Ag-Ac dépendante) méd1ée par le système du complément. Les ent1corps 
monoclonaux utilisés étaient dirigés contre deux marqueurs membranaires 
des cellules T (CD2 et CD6) et exprimaient un isotype compatible avec le 
fixation du complément (lgG2a). 

Un marquage des I gM de surf ace en 1 mmunofl uorescence 
(méthode directe) réalisé après cytotoxicité montre que plus de 92% des 
cellules font partie de la population B (Graphe 29). Quant aux 8% restent, 
une analyse de taille et de granulosité (en cytométrie de flux) indique 
qu'i 1 s·ag1t certa1 nement de monocytes. 
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3.2.2. M1 se en culture et modes de st 1 mul at 1 on. 

La mise en culture de la population déplétée en cellules T 
arns1 que les diverses substances stimulantes utilisées sont analogues à 
celles évoquées pour la population totale. Seul le nombre de cellules par 
puits (300.000) varie quelque peu du fait de l'impossibilité de prévoir 
précisément la quantité de cellules restant après cytotoxicité. De plus, vu la 
diminution très sensible de la capacité proliférative après 7 jours de 
culture, il ne nous a pas semblé utile de renouveler ce test. Notre 
investigation s'est donc limitée à l'étude de la croissance cellulaire après 3 
et 5 jours. 

3.2.3. Résultats et discussions. 

Le pouvoir prolifératif mesuré en DPM pour chaque 
st1mulus est comme précédemment comparé à la valeur obtenue pour des 
cellules en milieu RPMI minimum. 

Le graphe 30a nous indique cette fois une prolifération 
moindre oprès 5 jours. Ce résultot peu en partie s'expliquer por l'utihsotion 
du complément. Son action ne se limite pas toujours aux cellules marquées 
par l'anticorps. 11 est en effet possible que certaines cellules soient 
malmenées par ce système trés complexe et présente une moins grande 
copocité proliférotive por lo suite. 

Lors de ces tests, notre première préoccupation est de 
confirmer la déplétion de cellules T. Etant donné la valeur obtenue pour la 
population totale en cas de stimulation à la PHA, la moyenne obtenue dans ce 
test (bien que plus importonte que pour les cellules-témoins) nous rossure 
quant à l'absence quas1 totale de cellules T. 

Au-delà de ces importantes considérations de base, notre 
attention se porte surtout sur la prolifération cellulaire en réponse au 
surnageant MLA-144. Après 3 jours, la valeur enregistrée correspond déjà au 
double de notre têmo1n. Ma1s, le phénomène le plus remarquable se s1tue au 
jour 5. En effet l'histogramme correspondant indique une pro 1 if érat ion 
nettement plus élevée que pour le témoin et les autres stimuli. 

Afin de mieux visualiser la radioactivité détectée suite à 
la présence d'autres stimuli, nous examinons un graphe (30b) ne tenant plus 
compte de la stimulation du surnageant MLA-144. 
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Les cellules semblent cette fo1s beaucoup mo1ns sens1bles 

à l'i L -4. L'histogramme représentant 1 e jour 5 ne peut véritablement prouver 

une activité précise de l'IL-4 vu l'importance de l'écart-type. 

Les résultats provenant de l'incorporation à la culture des 

deux ant1corps (ant1-lgM et ant1-chaînes légères) sont le reflet de ceux 

révélés par l'étude de la population totale. En comparant la radioactivité, 

issue de l'intégration par ces deux facteurs, aux DPM générés par la 

croissance des cellules en RPMI minimum, nous constatons que l'anti-lgM 

stimule (mais de façon moindre que la MLA-144) la population déplétée en 
cellules T à la fois après 3 et 5 jours. Ceci permet de supposer que les 

cellules B, cibles des anti-lgM, ne sont pas complètement insensibles à cet 

anticorps. 

Par contre, les ant1-chaînes légères ne paraissent pas agir 

positivement in vitro sur des cellules circulantes d'animaux en forte 

l ymphocytose. Notons également que l'activité proliférative des cellules B 

due aux lymphokines est moximum ou jour 5, ce qui n'est pos le cos pour les 

antt-lgM. 

L'étude plus spécifique du comportement des cellules B a 

permis d'éclaircir certains problèmes inhérents à une culture de population 

t otale. La cytotoxicité n'étant pas dirigée contre les monocytes résiduels, 

ceux-et sont donc bien toujours présents au se1n de la préparat1on cellulaire. 

Néanmoins, vu la faible quantité de ces cellules, celles-ci ne semblent pas en 
mesure de jouer un rôle très importent. De plus, les stimuli choisis ne sont 

pas particulièrement opérants vis-à-vis des monocytes. Privées d'interaction 

éventuelles avec les cellules T (v1a un ant1gène), ces cellules ont également 

perdu une grande partie de leur pouvoir stimulant sur les lymphocytes B. 

Avant d'aborder les renseignements générés par ces tests, 
il nous fout ottirer l'ottention sur le poids des conclusions émises oprès 

culture in ~itra . En effet, bten qu'étant une source d'1nd1cat1ons très 

importantes, cette étude ne permet que d'ébaucher une explication d'un 

système physiologique très complexe. 

Cette mise ou point étont foite, il est très intéressant de 

remarquer qu·une partte non négligeable de cellules B prolifère fortement en 

réponse à une source d'IL-2 (surnageant de MLA-144). Il est donc certain que 

ces lymphocytes possèdent des récepteurs à l'IL-2 et sont plus que 

probablement en phase active de leur cycle. Ceci confirme donc la présence 

des éventuels marqueurs d'activation détectés lors de l'étude phénotypique 
(parmi lesquels les récepteurs à l'IL-2 chez l'animal 132). De plus, la 
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déterm1nat1on des étapes du cycle des cellules leucos1ques nous ava1t or1enté 

vers la présence de certaines d'entre elles en phase G2/M. Or, l'intervention 
de l'IL-2 se situe surtout au niveau des cellules en G2/M. Les trois premiers 

6Xes de notre tr6V6il révèlent donc une cert6ine convergence. 

S1 l'IL-4 montrait une certa1ne activité pro11férat1ve sur 

le population totale, il semble que les lymphocytes B seuls réagissent moins 

bien face à cette lymphokine. 11 est aussi possible que l'IL-4 fonctionne 

moins bien en présence de cellules B peut-être ~ ceuse de l'ebsence d'eutres 

st1mu11 (provenant de lymphocytes T) ou simplement perce que l'IL-4 est 

inopérante sur des lymphocytes B leucosiques. 

Les anticorps anti-lg membreneires s'affichent aussi 

comme des fecteurs susceptibles d'induire l'activation de cellules dont la 

principale caractéristique est la forte expression d'lg de surface. Dans cette 

optique, deux anticorps anti-lg ont été ajoutés à la culture. Le premier, 

dirigé contre les chaînes légères des lg, ne paraît pas déclencher de 

proliféretion. Cette échec pourrait s'expliquer soit par la reconnaissance par 

l es anticorps d'un êpitope non imp11quê dans le processus d'activation soit 

par la non-transmission du signal d'activation par les lg de surface. 

Cette dernière hypothèse est néanmoins très improbable 

en regard de le prolifération induite par des enti-lgM. Les cellules B 

l eucosiQues ne sont donc pas insensibles à ce stimulus. Bien que cette étude 
s'effectue in vitra, nous pouvons penser que la présence physiologique des 

antigènes reconnus par des lgM permettrait de reproduire ce phénomène in 
vivo. 11 reste cependent à connaître lo spécificité des lgG membnmaires et 

éventuellement à détecter l'antigène dans le sang circulant. 
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4. PRODUCTION o· ANTICORPS IN VITKQ PAR DES CELLULES 
o· ANI MAUX EN FORTE L Yt1PHOCYTOSE. 

Les trois premiers volets de notre étude des cellules 
d'an1maux en forte lymphocytose nous ont perm1s de mieux caractériser leur 
phénotype, leur état physiologique et leur comportement in vitro . Nous 
détenons maintenant des i ndi cations suggérant l'état activé d'une proportion 
non négligeoble de cellules circulontes. Celles-ci sont en outre très 
sensibles à l'IL-2 et prolifèrent en réponse à cette lymphokine. 

Etant donné la capacité pro l if érat ive patent i e 11 e des 
cellules leucosiques, il serait intéressant de savoir si celles-ci ne 
poursui vent pas leur maturation jusqu'à la production d'anticorps. Bi en qu'il 
ait êtê montré que 1 a quanti tê d' 1 g sériques di m1 nue chez les animaux 
infectés, il n'est pas exclu que ces cellules, une fois extraites du contexte 
physiologique global, soient en mesure de sécréter des lg. 

Par ailleurs, les Ly-1 B murines sont réputées pour ovoir 
une propens1 on à produ1 re spontanément in vitro des I g de spéct fi et tés très 
particulières (dirigées contre le DNA, les thymocytes ou des érythrocytes 
t raités à la bromeline)(Hayakawa et Hardy, 1988). 

Par contre, chez l'homme, un stimulus (staphylocoques 
dorés) est nêcessa1 re pour générer des I g (en 1 ·occurrence ant 1-DNA, ant 1-1 gG 
et anti-thyroglobine)(Casali et al., 1987). 

Dans cet ordre d'idée, il serait utile d'apprécier si la 
source d'IL-2 ne permet pas d'orienter les cellules vers la différenciation 
terminale (plasmocyte) et de ce fait vers une sécrétion d'anticorps. 

C'est dans ce but que nous avons envisagé une mise en 
culture de cellules d'un animal en forte lymphocytose (163) avec ou sans 
incorporation de surnageant MLA-144 (source dïL-2) dans le milieu. La 
détection globale des lg se réalise par une méthode immune-enzymatique, 
tandis que les anticorps monoclonaux utilisés dans ces tests permettent une 
détection d'i sotypes particuliers ( 1 gM et I gG 1 ). 
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4. 1. Modal i tês de 1 a roi se en culture. 

Le but ultime de cette manipulation résidant en la 
détection d"cmti corps, il nous fallait réunir 1 es mei 11 eures conditions 
possibles de culture. c·es·t en vertu de ce principe que la préparation 
cellulaire concernée n'a pas été déplétée en lymphocytes T (vu le rôle très 
important de l'interaction B-T dans le procédé d'élaboration des lg). 

De plus, afin d'éliminer toute trace d'lg au sein du milieu 
de base, les cellules ont été resuspendues à 4 106/ml dans un milieu RPMI 
sans FCS (Fetal Calf Serum). Elles ont ensuite été disposées en macropuits à 
raison de 1 ml/puits. A cette suspension cellulaire a été ajouté soit 1 ml de 
milieu RPMI s~ns FCS, soit 1 ml de milieu contenant 101 de surncgeemt MLA-
144 (produ1t dans ce cas par des cellules MLA-144 cult1vées en m111eu sans 
sérum). Enfin, la disposition des puits a été étudiée en fonction de 
prélèvements (de 200 _µ1 de surnageant) effectués après 3, 5 et 7 jours. Les 

ciliquots sont ensuite testés en ELISA ("Enzyme Linked lmmuno-Sorbent 
Assay") 

4.2. Test de détection. 

La technique utilisée est un test ELISA de capture 
(méthode indirecte), les micropuits 8d hoc étant tapissés d'une solution d'lg 
de lcipin cinti-lg bovines (Rcibbit cinti-Bovine) et sciturés o lei gélcitine (cifin 
d'év1ter 1 es f1 xat 1 ons non spéc1f 1 ques et 1 mpromptues d'ant 1 corps sur 1 e 
p 1 asti que). 

Le procédé de détection des anticorps éventuellement 
fixés sur le RAB fait appel à deux monoclonaux dirigés chacun contre un 
1sotype part1culter (lgM pour 1 H4 et lgG 1 pour 1 C6). Ceux-c1 sont ensu1te m1s 

en présence d'anticorps secondaires (SAM-peroxydase). Après révélation, la 
densité optique (D.O.) résultante est lue à 405 nm. 

Pour chacun des prélèvements, le test est réalisé en 
duplicate et le résultat (moyenne des deux valeurs) obtenu est comparé à la 
0.0. mesurée pour le témoin négatif relatif à l'anticorps monoclonal utilisé. 
Ces témoins rendent compte d'une eventuelle fixation non spécifique des 
monoclonaux ou des anticorps secondaires. Leur mise en oeuvre réunit les 
mêmes conditions que le dosage d'lg, mais dans ce cas, le surnageant n·est 

60 



1 

Jour 3 

Il 

Jour 5 

Il 

Jour 7 

1 

Stimuli N;, Valeur 00 00- DO 00 - 00 00 -
Temoin mes. témoin mes. témoin mes. témoin 

PBS 

RPMI 1H4 0,080 0, 107 0,027 0, 105 0,025 0, 100 0,080 

1C8 0, 188 0,218 0,030 0,210 0,022 0, 190 0,002 

MLA 1H4 0,080 0, 100 0,020 0, 117 0,037 0,083 0,003 
144 1C8 0, 188 0,291 0, 103 0,226 0,040 0,203 0,015 

Témoin PBS RAM : 0 ,020 
Témoin RPt11 1H4-SA~1 PEROXVDASE : 0,090. 

Térnoin RPMI 1C8-SAM PERO>(VDASE : 0, 168. 

Tobleeu XII : Dêtect1on d'lg produites in vitro perdes cellules d'un 

animal leucosique ( 163), stimulées ou non par le surnageant 

MLA 144. 
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pas ajouté aux puas. Af1n de vértfter l'absence dïg dans le m111eu de base, un 
témoin RPMI (milieu en lieu et place du surnageant) a également été envisagé. 

4.3. Résultats et discussions. 

Les résultats repris au tableau XII suscitent déjà quelques 
réflexions au travers des D.O. mesurées pour les témoins ( 1 H4-SAM
peroxydase et 1 CB-SAM-peroxydase). Leur étude nous permet en fait de 
remarquer une certaine fixation non spécifique des anticorps monoclonaux. 
Cet artefact pourrait trouver son origine soit dans une saturation i ncomp 1 ète 
de la port de la gélotine, soit dons une reconnoissonce non spécifique du RAB 
par les monoclonaux ou le SAM-peroxydase. Cette toute dernière hypothèse ne 
semble par ailleurs expliquer que très partiellement ce processus, vu la DO 
obtenue (0,020) pour le témoin "SAM-peroxydase". De toute manière, les 
voleurs mesurées pour les témoins seront retronchées oux voleurs-tests. 
Exam1nons ma1ntenant les résultats de ce dosage global d'lg. 

Il nous f eut tout d'abord souligner que les signaux 
enregistrés ne sont jamois très importants (0, 103). Plusieurs explications 
sont envisagées à ce sujet. Cette faible détection peut en effet provenir être 
soit d'un problème technique inhérent au dosage en lui-même (par exemple un 
révélateur pas assez puissant), soit simplement d'une absence de sécrétion 
des cellules leucosiques. Etont donné l'indisponibilité d'étolons d'lgM et 
d'lgG 1 purifiés, 11 est diffic1le d'apprécier quantitativement la DO mesurée. 
Néanmoins, il semble très improbable que ces ennuis trouvent leur origine au 
niveau des anticorps (monoclonaux ou pas), ceux-ci ayant en effet été testés 
o moi ntes reprises. Au ni veou technique, seule l'ut il i sot ion d'un chromogène 
plus puissant serait en mesure d'affiner la détection. 

Dans les conditions précisées ci-dessus, la production d'lg 
spontanée ou provoquée in vitro n'est de toute manière pas énorme. Bien que 
des études complémentoires s'imposent, ceci nous incite â penser que les 
BCD5 bovines n·ont pas un comportement phys101og1que part1cu11èrement 
destiné â la synthèse d'anticorps. 

Si un dosage quantitatif des anticorps dirigés contre des 
isotypes porticuliers n'est pas réalisable di:ms l'état actuel des choses, 
l'examen de l'évolution de la production dïg au cours du temps pourrait peut-
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Graphe 31 : Cinétique de production des lgM et des lgG 1 produits in vitro 
par des cellules leucosiques (an1mal 163) sans stimulation. 
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Graphe 32 : Cinétique de production des lgM et des lgG 1 produits in vitro 
par des cellules leucos1ques (an1mal 163) st1mulées par le 

surnageant MLA-144. 



RESULTATS 

être nous rense1gner Quant au processus physiolog1Que touchant les cellules 
en culture. 

Dans un milieu m1mmum (Grnphe 31), bien Que la 
détection d'lg so1t faible., il semble Qu'au jour 3, l'isotypie évaluée par les 
monoclonaux concerne autant les lgG 1 que les lgM. Par contre, si la quantité 
d'lg mesurée diminue eu cours du temps, le phénomène pereît plus prononcé 
pour les lgM que pour les lgG 1. Cette chute, plus ou moins rapide, pourra1t 
éventuellement s·expl1Quer par un épuisement du milieu (déjà privé au départ 
de sérum de veau foetal). 

La détection des lgM paraissant logique vu le phénotype 
des BCDS, il n'en est pas de même pour les lgG 1. En effet, il est très probable 

Que peu de cellules circulantes leucosiQues comportent des lg de cet isotype 
en membrane (cfr. 111.1.). Deux explications peuvent être avancées à ce sujet : 
soit les cellules à lg membranaires sont capables de produire à dose élevée 
ce type d'anticorps, so1t certaines BCDS lgM+ ont déjà connu un remaniement 
géntque en faveur des tgG 1. 

L'incorporation de MLA-144 donne lieu à certaines 
mod1f1cat1ons (T8ble8u XI 1). Tout d'abord, la product1on d'lg semble 
globalement légèrement plus éleYée. De plus, dans ce cas, la différence entre 
la synthèse d'lgG 1 et d'lgM est beaucoup mieux marquée. L'importance toute 
relative d'lgG 1 peut être vue sous le même angle que ci-dessus, mais cette 
fo1s, l'IL-2 paraît un peu amplif1er le phénomène. 

Une autre différence concerne l'évolution de la synthèse 
différencielle d'lgM et d'lgG 1 au cours du temps (Graphe 32). En effet, si la 
séquence de production des lgG1 est analogue au test précédent, les lgM 
paraissent connaître leur maximum de synthèse au jour 5. Ce fa1t pourrait 
être en rapport avec la prolifération très élevée enregistrée après 5 jours en 
réponse à 1'incorporation de MLA-144 dans le milieu. 

4.4. Enseignements générés par 1'étude de 1 a product 1 on d'ant 1 corps in 
vitro. 

Dans le temps imparti pour ce travail, il était difficile de 
cerner de très près 1 e problème de 1 a production d'anticorps. 
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D'une part, la détection des lg en ELISA requ1ert une 
certaine mise au point (boîtes utilisées, processus de saturation et de 
révélation . ..). 

D'autre port, une culture in vitro isole totalement la 
populat1on cellulaire. Si ce procédé est en mesure de lever une inhibition 
inhérente à la présence d'un facteur plasmatique in vivo (comme cela 
pourrait être éventuellement le cas chez les animaux leucosiques), 11 n'en 
élimine pas moins un ensemble de substances concourant ou fonctionnement 
optimal des cellules. De plus, notre m111eu devant impérativement être vierge 
de toute lg dès le départ, l'utilisation du sérum de veau foetal (vecteur de 
facteurs de croissance) a été proscrite. 

Eu égard à ces explications, les enseignements fournis par 
ce test doivent être considérés comme des indices et non comme un fait 
acquis. Venons-en maintenant aux résultats. S'i 1 semb 1 e que 1 a production ne 
soit pas énorme, la détection d'isotypes particuliers d'lg génèrent quelques 
réfl ex1 ons. 

Les cellules semblent produire autant d'lgM que dïgG 1 dès 
le troisième jour, ce qui présente une discordance aYec le phénotype lgM 
constaté pour la majorité des cellules 6. Afin de vérifier l'hypothèse 
éventuelle d'un remaniement génique en faveur des lgG 1 précoce (inférieur à 
t rois 3 jours), il serait bon d'enYisager des prélèvements de surnageants au 
cours des trois premiers jours. Si la détection majoritaire d'lgM était 
effective ou début de lo culture, cela obonderoit en faveur du "switch" 
précoce des I g. 

Le surnageant de MLA-144 ne paraît par contre pas 
modifier fortement la quantité d'lg produites par les cellules leucosiques. 
Seule la synthèse dïgM observée au jour 5 permettra1t peut-être d'assoc1er 
la production dïg à la prolifération très sensible constatée au cinquième jour 
de culture en présence de surnageant MLA-144. 

Le test de détection des lg n·a donc pas pu, faute de temps, 
être optimalisé. Seules une étude pointue des conditions favorables de 
culture et une mise au point très méthodique de la technique ELISA appliquée 
ou dosage d'onticorps sont en mesure de fournir de sérieux compléments 
d'informations quant à la synthèse in Yitro dïg. 
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1. CONCLUSIONS. 

La leucose boYine, pathologie néopolasique la plus 
fréquente chez le bovin, offecte lo lignée lymphoïde. Son agent éthiologique 
est un rêtrov1 rus nommé V1 rus de 1 a 1 eucose bov1 ne( Bovine L e11J.-emltJ Vln1s ) 
L'étude des cellules circulantes des animaux en lymphocytose persistente a 
permis de déceler un phénotype particulier des cellules B. Celles-ci 
expriment en effet pour la plupart un marqueur de lymphocyte B (lgM), mais 
auss1 un Ag présent habituellement sur les lymphocytes T(CD5). 

Cet te perturbation apparente de la 1 ignée B a été de sui te 
mise en parallèle avec la découverte de BCDS+ chez la souris (au niveau de 
certaines souches) ou chez 1 'homrne (patients atteints de 1 eucémi es 
lymphocytaire chronique à cellules B ou d'arthrite rhumatoïde). Néanmoins, 
des BCD5 ont également été découvertes sur des bovins infectés par des 
TryptJnasamtJ cangalense(Williams et al., 1989). Deux hypothèses sont émises 
quant à l'origine de ces cellules : soit une lignée distincte de lymphocytes B 
se différenciant des autres lors de l'ontogenèse, soit un pool cellulaire ayant 
acquis ces Ag par sui te d'une activation. 

Notre travail s·est intéressé aux di verses caractéristiques 
pouvant rendre compte de l'analogie entre les BCD5 murines, humaines et 
bovines, tout en gardant à l'esprit que les enseignements générés par cette 
étude pourraient apporter une modeste con tri but ion à l'éc 1 ai rci ssement du 
problème de l'origine des BCD5. De même, il est probable qu·une meilleure 
compréhension de la leucose bovine passe par une connaissance des cellules 
impliquées dans le processus de leucémogenèse. 

Les marquages spécifiques de certains Ag membranai res 
en immunofluorescence ainsi que la détection en cytométrie de flux 
confirment les résultats publiés par Depelchin et al.( 1989). Ceux-ci 
rendaient compte en effet de l'expression dïgM et du CDS sur une majorité de 
ce 11 ul es 1 eucosi ques d'animaux en 1 ymphocytose. 

Mais, les perturbations du phénotype ne s'arrêtent pas là .. 
Comme les principales cibles de ces modifications paraissent être les 
1 ymphocytes B., il est 1 ogi que de constater une variation dans 1 es mêmes 
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proporttons du nombre de cellules exprtmant des Ag en relatton étroite avec 
les cellules B (chaînes légères et Ag de classe 11). La diminution des cellules 
Test quant è elle matérialisée par la chute de cellules portant le CD2. 

Plus intéressante est la mise en évidence de deux classes 
d'intégrines (CD 11 b et CD 11 c) sur une proportion importante de cellules 
l eucosiques. Ces molécules, par ailleurs décrites sur des BCDS+ humaines (De 
l a Hera et al., 1966), sont très peu présentes sur des lymphocytes B 
classtques. Vu le rôle qu'elles jouent habituellement dans les processus 
d'adhésion ce 11 ul aire, e 11 es pourraient être è l'origine de perturbations 
importantes du système immunitaire. De plus, comme Chadburn et al.( 1990) 
ont identifiés ces Ag sur des cellules T activées, nous sommes en droit de 
nous poser des questtons sur l'état phystologtque des lymphocytes B 
leucosiques. Cette idée est par atlleurs soutenue par la découverte ponctuelle 
ou plus étendue de stgnes classiques d"'activation" sur ces cellules (RFc, RIL-
2 et densité des lgM et des Ag de classe Il). Néanmoins, ces caractéristiques 
(b1 en que mi ses parf 01 s en év1 den ce chez 1 a souris ou chez 1 'homme) ne 
constituent pas une raison suffisante pour abandonner totalement l'idée d'une 
l i gnée ayant acquis ces différents marqueurs lors de l'ontogenèse. 

Nous avons dès lors tenter d'aborder le problème sous un 
autre angle. C'est dans cet ordre d'idée qu'a été entreprise l'étude du cycle 
des cellules circulantes d'animaux en forte lymphocytose. Après avoir mis au 
point une technique fiable (de détection de DNA et analyse statistique des 
résultats) et vérifié l'absence d'éventuels artefacts (agrégats ou cellules 
binucléées), nous avons été en mesure de déterminer la constitution 
cellulaire de 3 phases du cycle : GO/G 1, S et G2/M. L'application de cette 
méthode sur des cellules circulantes d'animaux leucosiques a montré qu'une 
proportion non négligeable de ces cellules se situent en phase G2/M. Une 
étude plus spécifique révèle que les cellules constitutives de cette phase 
sont beaucoup plus granuleuses que leurs homologues GO/G 1 et possèdent 
également un noyau de taille plus importante. De plus, si un marquage d'Ag 
membranaires en immunofluorescence nous permet d'affirmer que la majorité 
de ces cellules sont des lymphocytes B lgM+, nous ne pouvons pas exclure que 
des cellules T (détectées en très faible quantité en G2/M) cyclent in si til . Il 
semble donc de plus en plus probable que certaines cellules B (et peut-être 
même T) sont impliquées dans un processus d'activati on consécutif à 
l'i nf ection par le BL V. 
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11 est certain que ces résultats pourraient être affinés 

jusqu'à la distinction de chaque étape du cycle. Néanmoins, nos investigations 

se limitant à la détection d'indices éventuels d'"activation", une étude 

approfondie du cycle ne s'imposeJit pas dons l'immédiat. Ceci pourrait être 

envisagé, mais 1 a mi se au point de techniques r,d hoc est 1 ongue. Nous en 

avons d'ailleurs fait l'expérience lors de l'élaboration du marquage de la phas 

S. 

A le lumière de cette étude du cycle cellulaire, nous 

pouvons donc penser que les perturbations des cellules leucosiques ne se 

1 imitent pas au phénotype. 

Vu 1 'étet oct i vé d'une proportion i mportente de ces 

cellules, il était également utile d'analyser leur comportement en culture. 

C'est dans cette optique que s'est dessinée la troisième partie de ce travail. 

Il n'est en effet pas illusoire de penser qu'une cellule activée présente une 

sensibilité plus développée vis-à-vis de certains stimuli ou possède 

si mplement une plus grande propension à proliférer in vitra. Nous avons donc 

entrepris de mesurer la prolifération de cellules infectées en réponse à 

di vers stimuli et cela au cours du temps. Cette étude a révélé la sensibilté 

i mportante des cellules B leucosiques par rapport à une source d'IL-2 et dans 

une nettement moindre mesure à des ant 1-1 gM. Comme l'i L -2 agit 

préférentiellement au niveau de specimens en phase G2 .. ces résultats 

corroborent ceux émanant de l'étude du cycle. 

La sui te de notre raisonnement nous a conduits à nous 

demander si ces cellules activées n'étaient pas en mesure de poursuivre leur 

développement jusqu'à la sécrétion d'anticorps. Le quatrième volet de notre 

travail s'est donc attaché à estimer la production d'anticorps in vitra avec 

ou sans incorporation de source dïl-2. Malheureusement, faute de temps, une 

mise au point préalable des conditions optimales de culture et d'un test de 

détection irréprochable n'a pas pu être mise en oeuvre. Dans ces conditions, il 

est di ff ici 1 e de tirer des conc 1 usions précises quant à 1 a production d' 1 g en 

culture. Sïl nous semble, à la lumière des résultats obtenus, que l'IL-2 ne 

permet pas particulièrement d'augmenter la synthèse d'lg_. la sécrétion 
importante ( toute proportion gardée) d' 1 gG 1 par rapport au I gM après 3 jours 

de culture est en droit néanmoins d'éveiller en nous quelques réflexions en 

regard du phénotype lgM+ de la plupart des cellules leucosiques. 
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En conclus1on, nous avons pu mettre en év1dence que le 
bouleversement des lymphocytes B et peut-être T imputable à l'inf action par 
1 e BL V concernent à 1 a fois 1 eur phénotype et 1 eur physi o 1 ogi e. Ces 
perturbations semblent o;nsi en relotion ovec un phénomène d'octivation (du 
mo1ns pour une proport1on importante de cellules). Néanmoins, bien que ces 
phénomènes aient été constatés au niveau de BCDS issues d'autres espèces, il 

serait hâtH de tirer trop de conclusions quant à l'origine de ces cellules. 

2. PERSPECT I YES. 

Ce travail s'inscrivant dans le cadre général de l'étude des 
caractéristiques des BCD5 bovins, i 1 est certain que 1 es recherches en ce 
domaine sont loin d'être clôturées. Nos perspectives se sont volontairement 
1 imitée oux types d'i nvest i got ion obordées dons ce mémoire. 

Ai ns1, l'étude phénotypique des ce 11 ul es 1 eucosi ques 
pourrait s'étendre à d'autres Ag membranaires. Dans cet ordre d'idée, la 
production d'anticorps monoclonaux en vue de la détection de "marqueurs 
classiques d'activation" (RI L -2, CD2O , . ..) serait d'un grand secours. Une voie 
encore plus intéressante concerne l'Ag "tumeur-associé". La caractérisation 
d'un anticorps monoclonal spécifique de cette molécule rendrait des services 
énormes quant à la détection d'une évolution éventuelle de la maladie vers un 
stade tumoral. 

D'autre part, à cond1t1on de disposer des an1maux 
présentant des degrés de lymphocytose très différents, l'étude de 
l'expression des divers Ag membranaires pourrait révéler des informations 
très importantes au sujet du développement de la leucose. 

Le cycle cellulaire n·a pas non plus livré tous ses secrets. 
Les techniques permettant la distinction des 5 phases du cycle existent. 
Moyennant une fine mise au point, il serait possible d'encore mieux 
caractériser l'état physiologique des cellules circulantes d'animaux en 
l ymphocytose. Dans cet ordre d'idée, la découverte de cellules leucosiques en 
phase G 1 souscrirait parfaitement à l"'hypothèse d'act1vation". De la même 
manière que nous avons apprécié la constitution en cellules B et T en G2/M, 
d'autres anticorps pourraient être ut 11 i sés en comb1 nai son avec de 1 ï odure de 
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prop1dium afin de déterm1ner le phénotype global des cellules de chaque 

phase. 

Comme c'est le cas pour le phénotype et le cycle 

cellulaire, 11 seratt utile d'étendre l'étude de prol1fération â d'autres animaux 

en lymphocytose. Ceci permettrait en effet de vérifier la sensibilité des 

cellules leucosiques â l'IL-2 et éventuellement de tester d'autres stimuli 

(IL-5, IL-6, interféron y, .. .). Dons cet ordre d'idée, 11 o prouvé que des 

lymphocytes T stimulés â la PHA (phytohémagglutinines) voient leur 

prolifération amplifiée par l'adjonction d'anticorps anti-CD5. Malgré que cela 

n'ait jamais été décrit, un test similaire (en remplaçant peut-être la PHA par 

un stimulant des cellules B) peut être envisagé dons le but de prouver que le 

CD5 joue également un rôle dans le processus d'activation des cellules B. 

Enfin, comme nous l'avons déjà évoqué, de futures 

investigotions pourraient s'otteler â doser lo quantité d'lg produites 

éventuellement in vitra . Après une mise au point optimale de tous les 

composants de ce test, il n'est pas exclu que l'on puisse un jour détecter une 

production (provoquée ou non) d'anticorps induite par des BCD5 en culture. 

Jusqu·o présent, nous ovons limité notre chomps d'oction 

au dosage global des lg, mais sans attacher d'importance à leur spéc1ficité 

antigénique. Or, cette caractéristique n'est peut-être pas dénuée d'intérêt 

dans le contexte de cellules BC5. En effet, si le taux d'lg sériques diminue 
chez les onimoux infectés (Portetelle, 1990), il est possible que les onticorps 

produits par 1 es BCD5 possèdent un répertoire très restreint (comme c·est 1 e 

cas pour leurs homologues murines ou humaines). Dans cet optique, un test de 

détection d'autoant i corps (ant i-DNA, ant i-1 gG , .. .) pourrait peut-être susciter 

des enseignements très intéressants. Si une production d'anticorps in vitra 
par 1 es cellules 1 eucos1 ques étatt conséquente, cette man1 pul at 1 on seratt 

éga 1 ement de mi se. 

L'étude des cellules BCDS est donc loin d'être close et 

maintes recherches seront nécessa1res avant d'ébaucher une exp11cat1on 

quant à l'origine de ces cellules. 
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