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Laboratoire de Recherches (Laboratoire Wilsdorf).,
Clinique universitaire de Médecine. Hopital cantonal, Genéve

Induction de la formation d’anticorps in vive par des macro-
phages «sensibilisés» in vitro a la gammaglobuline humaine'

A, CRUCHAUD

[.e role du systéme réticuloendothéhal (SRE) dans le processus de syn-
thése des anticorps a été bien étudié tant sur le plan morphologique que sur
le plan fonctionnel.

Sur le plan morphologique, on sait que les antigénes injectés sont retrouvés
dans le cyvtoplasme des macrophages de la pulpe rouge de la rate et de la
medulla des ganglions ainsi que sur les prolongements dendritiques des cel-
lules réticuloendothéliales des follicules lymphoides [1- 7]. Sur le plan fonc-
tionnel, il a été établi que des macrophages ou des extraits de macrophages
«sensibilisés» in vivo ou in vitro avee des antigénes corpusculaires ou des
protéines sont capables d’induire une réponse immunologique primaire ou
secondaire chez des animaux ou dans des cultures de tissu lymphoide [8 12].
(ertains auteurs ont attribué cette propriété a l'acide ribonucléique (ARN-
messager) [8. 9. 12]. tandis que d’autres ont associé le passage des antigénes
a travers le SRE 4 une augmentation de leur immunogénicité due a leur
combinaison avec 'ARN [10].

Les recherches rapportées ici ont été inspirées par les travaux mentionnés
ci-dessus ainsi que par 'observation que le chloramphénicol inhibe la réponse
immunologique primaire {«priming») chez la souris [13] probablement en
empéchant la liaison de ' ARN-messager aux ribosomes. rendant ainsi impos-
sible la mise en séquence des acides aminés pour la synthése des polvpep-
tides [14]. L/ utilisation du chloramphénicol est ains1 apparue comme une
méthode susceptible ’éclairer le réle de TARN dans le processus d'induction
de la réponse immunologique par des macrophages «sensibilisés».

Materiel et methodes

Animaunz, Des souris adultes de type suisse, d'environ 25 g, ont été utilisées dans
toutes les expériences.

! (le travail a été réalisé avee I'appui du Fonds national suisse de la Recherche scienti.
fique (crédit No 3871},
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Fig. 1. Schéma des expériences pour les groupes 3 (I). 5 (11} et 6 (111). Les macrophages

provenant des donneurs (a gauche) sont incubés 1 heure 4 37° en présence de 3-globu-

line humaine {(HG(i) avant d’étre injectés aux receveurs (a droite). - ("AP: chloramphé-
nicol,

Macrophages. Les macrophages ont été obtenus selon la méthode déerite par GALLILY
et FeLoman [11] avee un rendement de 87 4 90Y%, de macrophages. 8 a 119% de lym-
phocytes et 1 & 29, de polynucléaires. Aprés lavage, ces cellules ont ¢t¢ incubdes pen-
dant une heure 4 377 dans du milicu TC 199 (Difco) contenant 5 mg/ml de y-globuline
humaine (HGG, fraction [T Pentex). Aprés deux nouveaux lavages, les macrophages ont
¢te injectés & raison de 12 15 x 108 par animal. dans la cavité péritonéale des receveurs,

Fmmunasation. La réponse immunologique primaire a été induite au jour {), soit par
Iinjection i.v. de p-globuline humaine (20-25 mg/kg), soit par I'administration i.p.
de macrophages «sensibiliséso, Une réponse secondaire a été provoquée, chez tous les
animaux. par une injection i.v. de 20-25 mg/kg de y-globuline humaine pratiquée au
40¢ jour.

Anticorps. Des prises de sang ont ¢té effectuées aux 30e et 50e jours; les titres d’anti-
corps mesurés. chez chaque animal, par la technigque d hémagglutination passive d’héma-
tics de mouton tannées et sensibilisées [15], sont exprimés comme le logarithme de
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base 2 du dernier tube oi1 se produit encore une agglutination et sont donnés sous la

forme du titre moyen de chaque groupe.

Des groupes de 8 4 10t animaux ont été constituds, chez lesquels la réponse immuno-
logique primaire a ¢4¢ induite de la maniére suivante:

Growpe 1: Antigene injectd par voie veineuse,

Cfroupe 2: Antigéne injecté par voie veineuse ; administration de chloramphénicol (CAD)
(1500 mg kg jour) toutes les 8 heures. par voie i.p.. pendant 15 jours, en commencant
18 h avant Pimmunisation.

Groupe 3: Tmmunisation an moven de 12 x 10*¥ macrophages «sensibilisés» (Fig. 1. 1).

Groupe 4: ITmmunisation au moven de 1.8 a 2.2 < 11¥® macrophages «sensibilisés» et de
0.8 a 1.9 10% Ilymphocytes.

Grouwpe 5: Immunisation au moyen de 153 10% macrophages «sensibilisés» provenant
de donneurs soumis & un traitement de chloramphénicol de 5 jours. & raison de
156 mgikg/jour, par voie sous-cutanée, C'es macrophages ont été «sensibilisés» en
présence de chloramphénicol (50 pgi/ml} (Fig. 1, 11}

Groupe fi: Immunisation, au moyen de 13 < 10° macrophages «sensibilisésys, des rece-
veurs traités au chloramphénicol {1500 mg/kg/jour) d’abord par voie sous-cutande,
puis par voie i.p. [Début du traitement 18 h avant immunisation. durée 15 jours

(Fig. 1, TII).
Reésultats (Fig. 2)

Groupe 1 (contrile) : Un seul animal fait une réponse primaire; le titre moven
des anticorps est tres bas. Tous les animaux font. en revanche. une réponse
secondaire dont le titre moven est de 4.8,

(iroupe 2: L’administration de chloramphénicol inhibe totalement la réponse
primaire; la seconde injection d’antigene ne provoque quune réponse
semblable & la réponse primaire du groupe 1,

(froupe 3: [ induction de la réponse primaire au moyen de macrophages
exsensibilisésn se révele particuligrement efficace puisque 8 animaux sur 14
forment des anticorps avec un titre moven de 2.6. Lors de la réponse
secondaire, le titre est de 12.1.

Groupe 4: L' nfluence des 8112, de lvmphoceytes qui contaminent réguliére-
ment les populations de macrophages ne parait pas étre prépondérante
dans I'induction de la réponse primaire. En effet. lorsquun nombre équi-
valent de Ivmphocvtes est mjecté avee 5 8 foix moins de macrophages
wsensibilisés» que dans les groupes 3, 5 ou 6. la réponse primaire est com-
parable & celle du groupe 1; toutefois. la réponse secondaire est beaucoup
plus importante que dans celui-ci.

(froupe 5. L'administration de ehloramphénicol chez les donneurs de macro-
phages pendant la période de préparation de cex cellules a tendance a
augmenter plutét qu'a diminuer leur faculté d'induire une réponse pri-
maire chez lex receveurs (titre moven 7.0). La réponse secondaire est trés
élevée (titre moyen 15.1).

Groupe 6 Ladmimistration de chloramphénicol chez les receveurs de maero-
phages parait avoir les mémes conséquences que I'administration de cet
antibiotique aux donneurs: augmentation des réponses primaire (titre
moven H.8) et secondaire (titre moven 14.5).

Pour chacun des groupes 3. 4 et 5. un volume u dernier liquide de lavage
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Fig. 2. Réponses immunologiques primaire (I) et secondaire (1I) en fonction du mode

d'immunisation et des divers traitements appliqués. La premiére colonne indique le

nombre d'animaux de chague groupe au moment ot les réponses primaire et secondaire

ont été mesurées; la partie hachurée donne le nombre des animanx qui ont fabrigué

des anticorps. la partie blanche, le nombre des animaux qui n’ent pas fait de réponse.

La seconde colonne indique le titre moyen des anticorps pour chaque groupe et pour
chaque réponse,

des macrophages, équivalent au volume sous lequel ceux-ci ont é1é injectés
aux receveurs, 4 été administré par voie Lp. & 4 souris. PDans tous les cas,
celles-ct ont développé une réponse primaire 1dentique a celle du groupe 1.
démontrant ainsi que, 5’1l reste des traces d’antigéne dans le milieu de sus-
pension des macrophages au moment de leur injection chez les receveurs.
ces traces d’antigéne ne sont pas responsables de la réponse primaire. Dans
ces 3 groupes. la réponse secondaire s’est située entre les valeurs du groupe |
et celles des groupes injectés avec des macrophages «sensibilisésn, avec des
titres variant entre 9.8 et 12,2,

Discussion

Les enselgnements quon peut tirer de ces expériences nous paraissent
porter essentiellement sur deux points:

1. 1l est possible d'induire. au moyen de macrophages «sensibilisés» 1n
vitro. une réponse immunologique primaire contre un antigene protéinique
soluble.

2. Le chloramphénicol administré aux receveurs de macrophages «sensi-
bilixés» n'inhibe pas la réponse primaire. comme il le fait lorsque antigéne
est injecté directement.
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Plusieurs travaux antérieurs ont montré qu'il est possible d’induire une
réponse primaire in vivo ou in vitro au moyen de macrophages «sensibilisés»
avec des antigénes corpusculaires |8 12, 16] ou une réponse secondaire au
moyen de macrophages «sensibilisés» avec un antigéne soluble [10]. La pos-
sibilité d’induire une réponse primaire par des macrophages csensibilisés»
avec un antigéne soluble, suggérée par nos expériences, doit étre exanunée
de fagon critique. En effet, DrEsSER [17] ainsi que Frel et coll, [18] ont
montré le role primordial que jouent les agrégats moléculaires spontané-
ment présents dans les solutions de protéines; il n'est pas exclu que de tels
agrégats, qui sont particuliérement immunogéniques et aisément phago-
cytables, aient joué un réle prépondérant dans la «sensibilisation» de nos
suspensions de macrophages. Des expériences sont actuellement en cours
pour vérifier si des macrophages incubés en présence de y-globuline humaine.
préalablement débarrassée de ses agrépats par ultracentrifugation. indui-
raient également une réponse primaire.

Si I'induetion de la réponse immunologique par des macrophages «sensi-
bilisés» dépendait d’'un ARN-messager passant de ces macrophages dans les
cellules formatrices d’anticorps des receveurs. il semble que le traitement
de ceux-ci par le chloramphénicol devrait mhiber le «priming». Ce fait
n'ayant pas été démontré dans nos expériences, plusieurs hypothéses peuvent
étre envisagées:

a) Le chloramphénicol a été administré aux receveurs de telle maniére
qu'il n’a pas été immédiatement efficace sur les macrophages injectés, Ce
probléme du temps de latence entre 'immunisation et le début de 'action
du chloramphénicol est important, puigque le fait de retarder d'une heure
le début du traitement aprés I'injection de I'antigéne diminue considérable-
ment |'action inhibitrice de lantibiotique [13].

b) L'effet inhibiteur du chloramphénicol sur la réponse immunologique
n'est pas di au fait quil empéche la haison de 'ARN-messager aux ribo-
somes, mais 1l serait conséeutif 4 son action secondaire sur la synthese de
IFADN, comme 'a montré SHAH [19] et comme le suggérent les effets im-
munosuppresseurs svnergiques du chloramphénicol et de la 6-mercapto-
purine |20].

¢) IARN des macrophages «sensibilisésn ne joue pas de réle prépondé-
rant dans I'induction de la réponse immunologique. mais il agit en augmen-
tant l'immunogénicité de l'antigene comme l'ont proposé ASKONAS et
Ruonrs [10].

Nos résultats sont dgalement compatibles avec 'idée, émise par UNANUE
et AskoNas [21], que le role des macrophages est de conserver son intégrité
a une petite partie de I'antigéne en la préservant d’'une cataholisation rapide
et en mamtenant ainsi ses propriétés immunogéniques,

Les résultats des expériences rapportées ici ne permettent pas o opérer
un choix entre ces différentes hypothéses; ils doivent étre de toute maniére
considérés comme préliminaires et des investigations sont actuellement en
cours pour les confirmer et les préciser,
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Reésumeé

Une étude des réponses immunologiques primaire et secondaire chez des
souris immunisées, soit par injection intraveineuse de y-globuline humaine,
soit par injection intrapéritonéale de macrophages «sensibilisés» m vitro
avec cet antigéne, a donné les résultats suivants:

l. l.'immunisation par injection veineuse de antigéne n'engendre pour
ainsi dire pas de réponse primaire, mais elle permet. par la suite, une réponse
secondaire a laquelle participent tous les animaux.

2. L'administration de chloramphénicol dés avant I'immunisation et pen-
dant les 15 jours consécutifs inhibe la réponse primaire et le « priming».

3. L immunisation par injection péritonéale de macrophages «sensibilisés»
in vitro potentialise les réponses primaire et secondaire.

+. L'administration de chloramphénicol aux donneurs de macrophages
pendant la période de préparation de ces cellules ne diminue pas leur capa-
cité d'induire une forte réponse primaire,

5. L’administration de chloramphénicol aux receveurs de macrophages
des avant I'immunisation et pendant les 15 jours consécutifs ne diminue pas
la réponse immunologique.

(Ces expériences montrent la possibilité d’induire une réponse in vivo au
moven de macrophages incubés avec un antigene soluble; elles mettent en
question I'importance de '’ARN-messager dans ce processus d’initiation a
une synthése d’anticorps au moyen de maerophages «sensibilisés .

Zusammenfassung

Eine Untersuchung der primidren und sekundidren immunologischen
Reaktionen an Miusen, welche durch intravenose Injektion menschlichen
y-lilobulins oder durch intraperitoniale Injektion von «in vitro» mit diesem
Antigen «sensibilisierten» Makrophagen immunisiert worden waren, zeitigte
folgende Ergebnisse:

1. Die durch ventse Injektion des Antigens erfolgte Immunisierung ver-
ursacht sozusagen keine primiire Reaktion; sie erméglicht jedoch, in der
Folge, eine sekundidre Reaktion, die bei allen Tieren vorkonint.

2, Die Verabreichung von Chloramphenikol vor der Immunisierung und
withrend 15 darauffolgender Tage hemmt die Primirreaktion und das
«priming».

3. Die Immunisierung durch intraperitondale Injektion von «in vitro»
asensibilisierten» Makrophagen verstirkt die primére und sekundire Re-
aktion,

4. Die Verabreichung von Chloramphenikol an die Makrophagenspender
wihrend der Vorbereitung dieser Zellen vermindert ihre Fahigkeit, eine
starke primire Reaktion hervorzurufen, nicht,

f. Die Verabreichung von Chloramphenikol an die Makrophagenempfiinger
vor der Immunisierung und withrend der 15 darauffolgenden Tage schwicht
die immunologische Reaktion nicht ab.
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iese Untersuchungen beweisen die Méglichkert, eine «In-vivos-Reaktion
mittels Makrophagen hervorzurufen. die mit einem loslichen Antigen inku-
hiert worden waren ; sie stellen aber die Bedeutung des RNS-messengers in die-
sem zur Antikorpersynthese mittels ezensibilisierter» Makrophagen fithrenden
Initiationsvorgang in Frage.

Riassunto A

Lo studio delle risposte immunologiche primarie e secondarie sperimentate
sul topl immunizzati, sia inediante iniezione endovenosa diy-globulina umana,
che mediante miezione intraperitoneale di macrofagi wsensibilizzatis in vitro
con questo antigene. ha dato i risultati seguenti:

1. L'immunizzazione mediante imezione endovenosa dell’'antigene non
provoca per cosi dire aleuna risposta primaria. ina permette in seguito una
risposta secondaria alla quale partecipano tutti gli animali.

2. La sommmistrazione di cloramfenicolo gia prima dell'immunizzazione
¢ «urante 1 quindiei giorni consecutivi, inithisee la misposta primaria ed il
cosidetto «priming»,

3. L'immunizzazione mediante iniezione peritoneale di macrofagi «xensi-
bilizzatin in vitro potenzia le risposte primarie e secondarie.

4. La somministrazione di cloramfenicolo ai donatori di macrofagi durante
1l periodo di preparazione di queste cellule. non diminuisce la loro proprieta
di indurre una forte risposta primaria.

5. La somministrazione di cloramfenicolo ai ricevitori di macrofagi gia
prima dell'immunizzazione e durante 1 quindici giorni consecutivi, non dimi-
nutisce la risposta immunologica.

Queste esperienze dimostrano la proprieta di indurre una risposta in vivo
mediante maerofagi incubati con una sostanza antigenica solubile: tali espe-
rienze mettono in dubbio anche I'importanza del cosidetto ARN-messager
in questo processo «'inizio della sintesi di anticorpi mediante macrofag
«xensibilizzatin.

Summary

Primary and secondary immunologic responses have been studied in mice
immunized with either human -globulin injected intravenously. or macro-
phages “sensitized™ in vitro with this antigen and subsequently injected
imtraperitoneally. The following results have been obtaimed:

I. Intravenous immunization did not result in primary response: however
it prepared all animals for a secondary response,

2, Chloramphenicol given prior to immunization. and for 15 davs sub-
sequently, inhibited the primary response and the “priming”,

3. Immunization with intraperitoneal injection of macrophages “sensi-
tized 7 in vitro inereased both the primary and secondary responses,

1. The admmistration of chloramphenicol to donors of macrophages
during the time of preparation did not decrease the capacity of these cells
to mdluce a potent primary response.
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5. Chloramphenicol administered to recipients of macrophages prior to
immunization, and for |5 days thereafter, did not decrease immunologic
response,

These results demonstrate the possibility of indueing a primary response
in vivo with macrophages incubated in vitro with a soluble antigen; they
question the importance of mRNA from sensitized imacrophages as aninducer
of mmunologic response,

Nous tenons a remercier trég vivement Mme CLATRE-LISE DE Maricxac et M. PIERRE
MEeyLax de lenr précicuse collaboration.
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Adresse de Uauteur: Dr A, Cruchaud, Clinique universitaire de médecine, Hapital
Cantonal, 1200 Genéve,

Discussion
H. J.-P. Byser. Boston:

Comme l'indique Pexposé du Dr CrRUCHAUD, les immunologistes acceeptent implici-
tement que les macrophages et les cellules formatrices d’anticorps abworbent des anti-
génes solubles et corpusculaires, Puisque la différence d’antigénicité entre antigénes
solubles {Ag) et complexés (ARN-Ag) est encore en quéte d'une explication, je me de-
mande si l'on pourrait invoquer la maniére dont ces deux formes d’antigénes sont in-
gérés. L'une des généralisations assex inattendues de nos expériences est que les macro-
molécules semblent pénétrer de micux en mieux, lorsque leur taille augmente. On
pourrait aingi proposer que les complexes ARN-Ag agissent différemment parce que
leur capture est plus efficace. Cette vue serait en accord avee celle de Uxaxve et
ASKONAS.

AL CrrUcenarp répond:

On sait que les agrégats que constituent les complexes antigéne-anticorps sont mienx
phagocytés que ne le sont les molécules d’antigéne isolées. 11 est done vraisemblable,
en effet. que la simple laison de Pantigéne au RXA en fasse un complexe plus effica-
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cement pris en charge par le systéme réticuloendothélial et augmente ainst son immuno-
génicité,

A, b Wrok, Berne:

iCst-il possible de tirer des conelusions quant a Pactivité macrophagique in vivo de
telles expériences in vitro? Il me semble que la concentration d’antigéne utilisée lors
de ces expériences est nettement plus élevée que celle a laquelle il fandrait 8’attendre
in vivo.

A, Crvenavp répond:

11 est fort possible que la concentration d’antigéne relativement élevée dans le milieu
d’incubation des macrophages favorise une bonne prise en charge de cet antigéne, aug-
mentant ainsi son immunogénicité. Il n'est évidemment pas possible de caleuler a
quelles concentrations d’antigéne les macrophages sont exposés in vivo, mais il serait
intéressant de varier ces concentrations in vitro et de voir si ces modifications entrainent
des variations de la réponse immunologique chez les receveurs de macrophages.
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