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COMMUNICATIONS

Action de certains sérums hétérologues antithymus
animavux sur les leucocytes de sujets normaux
et leucémiques (*)

(Note préliminaire) (**)

par MM. Pierre GOorRET *** Henri SALMON ****,
Bernard Toma ***** et Mlle Colette HUuGUET ******

A la faveur d’une expérimentation portant sur I’anémie infec-
tieuse des Equidés, nous avons été amenés a préparer un sérum
antilymphocytes de cheval que nous avons utilisé comme immuno-
dépresseur, en vue de déclencher une « crise aigué » chez des sujets
chroniquement infectés (3). Un constat de demi-succés nous a
incités a poursuivre cette recherche et a I'étendre a ’hypothétique
activité dans ce domaine des anticorps antilymphocytes hétéro-
logues.
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Devant les difficultés de production des sérums antilymphocytes
de plusieurs espéces, nous nous sommes résolus a la préparationde
sérums antithymus animaux doués d’activité antilymphocytaire. Le
titrage de ces sérums, le contréle de leur spécificité vis-a-vis des
lymphocytes animaux et humains et la recherche simultanée d’une
trés éventuelle activité des sérums de chevaux atteints d’anémie
infectieuse sur les leucocytes d’homme affectés par divers types de
leucémie, partant, la mise en ceuvre de nombreuses réactions
« témoins » ont abouti a des constatationsdontil nous paraitintéres-
sant de rendre compte dans cette note.

MATERIEL ET METHODES

Des chevaux et des moutons sont hyperimmunisés par des injections
répétées de suspensions de cellules thymiques — associées ou non a des
adjuvants — de diverses espéces selon un protocole dont nous exposerons
les détails dans un mémoire ultérieur. Nous avons jusqu’ici préparé et utilisé :
deux sérums de chevaux antithymus de veau (S. C. A. V.), deux sérums de
chevaux antithymus de porc (S. C. A. P.), un sérum et des gammaglobulines
de mouton antithymus de porc (S. M. A. P.), un sérum et des gammaglobu-
lines de mouton antithymus de cheval (S. M. A. C.). D’autres préparations
dont nous disposons n’ont pas encore été éprouvées (mouton anti-veau ;
lapin anti-poule ; mouton anti-bourse de Fabricius...).

Le choix des espéces donneuses d’antigénes et productrices d’anticorps
permet d’éliminer, dans l'interprétation de nos essais, 'intervention des
anticorps Forssman. Le sérum obtenu des animaux hyperimmunisés
— absorbé sur globules rouges de I’espéce donneuse des antigénes thymi-
ques — est titré sur lymphocytes homologues par évaluation delalymphocyto-
toxicité selon la technique d’ENGeLFRIET (2), en utilisant un « pool » de
compléments de lapins. Les titres obtenus sont variables et fonction réci-
proque des espéces productrices d’anticorps et de I’origine des thymus (acti-
vité aux dilutions variant de 1/800 a 1/4.000) ainsi que nous I’exposerons dans
une autre publication. La recherche de la cytotoxicité est effectuée sur leuco-
cytes séparés, classiquement sur fibre de nylon, d’'un prélévement de sang
hépariné, pratiqué 1 a 2 h auparavant.

RESULTATS

Les résultats concernant I'activité de ces sérums sur les cellules
blanches humaines provenant de sujets sains ou leucémiques sont
consignés dans les tableaux I et II. De I’examen de ces données
encore fragmentaires, on peut néanmoins retirer :

1) Que les sérums de chevaux antithymus de veau et de porc ont
une action cytotoxique décelable mais variable sur les lymphocytes



TasLEAU |

Lymphocytotoxicité des sérums antithymus (5. A. T.) animaux pour les lymphocytes normaucz.
Le sérum de mouton antithymus de veau (8. M. A. V.) a été utilisé ici

Groupes
sanguins

A

0

B

AB

Titre moyen

Nbre

Titre moyen

Nbre

Titre moyen

Nbre

Nbre

Nature Titre moyen
dos & de lymphocyto- de de lymphocyto- de de lymphocyto- de de lymphocyto- de
* toxicité sangs toxicité sangs toxicité sangs toxicité sangs

S.C.A. V. 1.. 32 (10-70) 5 30 (0-100) 4 15 (0-30) 2 30 1
S.C.A.V.2.. 80 (40-120) 2 40 2 | 40 (30-50) 2

S.C.A. V.2, a* 25(20-30) 2 30 1 10 1

S.C.A.P.1 ...| 40 (10-60) 4 20 (0-70) 4 0 2 15 (0-30) 2
S.C.A.P.2 ...| 100 1 25 (25-30) 2 | 10 (0-20) 2

S.C.A.P.2,a* 10 1 10 1 0 1
SML AP | 0 s | o 5 REE 0 1
S.M. AV, *= 0 1 0 1 2

S.M.A.C. ** o | 2 0 2 0 1

Les chiffres entre parenthéses correspondent aux taux extrémes de dilution actifs.
* Absorbé sur G. R. humains de groupes correspondants.

** Gammaglobulines.
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TasLEAau Il. — Cytotoxicité des sérums antithymus (8. A. T'.) animauz pour les leucocytes de leucémiques

2 Nature L. A. L. L. A. M. L. M. C.
; de la
g _\.\___Jeucemle Titre moyen Nbre | Groupe | Titre moyen Nbre |Groupe | Titre moyen Nbre | Groupe
duS.A.T. ™~ de leucocyto- de san- de leucocyto- de san- de leucocyto- de san-
- toxicite sangs | guin toxicite sangs | guin toxicité sangs | guin
? A+
CAV.1....... 275 (150-400) 2 ? 70 (40-100) 2 A+ 20 (0-40) 2 o+
C.A V.4, a* 40 1 A+ 0 1 A+
B+
C.A. V. 2....... 400 (320-480) 3 o+ 60 (40-80) 2 A+ A-
O+ O+ 65 (10-120) 2 ?
C.A. V.2, a* 160 1 O+ 0 1 A+ 20 1 A-
? 0+
C.AP1....... 100 (0-200) 2 ? 40 1 A+ 0 2 A+
O+ A-
C.AP.2....... 70 (40-100) 2 B+ 10 2 A+ 15 (0-30) 2 ?
C.A.P. 2, a* 40 1 o+ 0 2 A+
O+ "
.M.A.P.1** ,...| 400 (160-640) 2 B+ 10 1 O+
? O+
M.A.P. 2% .| 70 (50-80) 3 ? 40 (10-70) 2 A+ 0 (0-10) 3 A+
? A-
?22? '
M.A.C.** ..... 30 (10-50) 4 B+ 0 1 O+ 0 1 O+

Les chiffres entre parenthéses correspondent aux taux extrémes de dilution actifs.
* Absorbé sur G. R. humains de groupes correspondants.
** Gammaglobulines.
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normaux des sujets appartenant aux groupes sanguins — reflétés
par les leucocytes — A et O, plus faible ou nulle sur ceux des
groupes B et AB, alors que les sérums de moutons antithymus de
porc, de veau et de cheval sont sans action.

2) Que les mémes sérums de chevaux antithymus exercent un
effet cytotoxique régulier sur les leucocytes de malades atteints de
leucémie aigué lymphoblastique (L. A. L.) a des tauxtréssupérieurs
a ceux enregistrés pour les cellules saines. L’absorption sur globules
rouges (G. R.) humains du groupe correspondant diminue I’activité
sans la supprimer. En revanche, ces sérums sont sans action signifi-
cative — par rapport a celle exercée sur les lymphocytes normaux
témoins — dans les cas de leucémie aigué myéloblastique (L. A. M.)
ou de leucémie myéloide chronique (L. M. C.) en rémission ou acu-
tisation.

3) Que les sérums de moutons antithymus de porc et de cheval,
inactifs sur les cellules saines exercent un effet cytotoxique certain
sur les globules blancs provenant de cas de leucémie aigué lympho-
blastique. En outre, le sérum de mouton antithymus de porc s’est
révélé actif sur les leucocytes de malades atteints de leucémie
myéloblastique aigué (2 cas).

Représentation graphique et commentaires.

Une représentation graphique de 'activité comparée des divers
sérums étudiés sur les lymphocytes normaux « témoins » et sur les
cellules blanches de deux types de leucémies permet une meilleure
interprétation des résultats figurés sur les tableaux. Le test de cyto-
toxicité repose sur le principe que, pour chaque cellule, existe une
dose-seuil d’anticorps actif en dessous de laquelle la cellule survit.
Cette dose-seuil n’est pas nécessairement la méme pour chaque
cellule.

Il apparait logique, pour normaliser les distributions des doses-
seuils, de les traduire par des points exprimant la valeur du loga-
rithme des dilutions moyennes des différents sérums antithymus
éprouvés. Par transformation en probits on peut, dés lors, ajuster
une droite a partir des différents points inscrits sur des graphiques
dont I’examen entraine les constatations suivantes :

1) Activitérespectivedes S.C. A. V. sur les cellules de L. A. L. et sur
les lymphocytes normauzx témoins (Graphique I).

Les droites apparaissant paralléles et considérant la dilution des
sérums active sur 50 p. 100 des cellules, celle-ci est de 1/20 pour les
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Graphique I. — Activité respective des sérums de chevaux anti-
thymus de veau sur les cellules de leucémie aigué lymphoide et
sur les lymphocytes normaux témoins.

éléments témoins et 1/200 (soit 10 fois supérieure) pour les cellules
leucémiques avec S.C.A. V., et de O et 1/70 avec S.C. A. V.,.

Comparativement, le fait que le S. C. A. V., révéle un taux delym-
phocytotoxicité homologue (lymphocytes de veau) inférieur (1/800) &
celui du S.C.A.V., (1/1600), constitue, conséquemment, un argu-
ment en faveur de 'existence de sites antigéniques — communs aux
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thymocytes de veau et aux lymphocytes humains normaux — sup-
plémentaires sur les cellules blanches humaines leucémiques.

On constate aussi I'existence d’une zone de saturation des anti-
corps aux faibles dilutions (jusqu’au 1/20) dans laquelle on compte
16,5 p. 100 desurvie des lymphocytes leucémiques avecleS.C.A. V.,
contre 4 p. 100 avec le S.C. A. V,. Il n’est pasinterdit d’espérer obte-
nir une destruction compléte des cellules en cause au fur et a mesure
de ’hyperimmunisation des animaux producteurs de sérums.

Quant au niveau du plateau supérieur — fortes dilutions — il est
fonction de la toxicité propre soit du S. C. A. V., soit du sérum de
lapin (utilisé comme complément) soit des deux.

On sait que le sérum de lapin renferme des hétéro-anticorps actifs
sur les cellules blanches de la lignée lymphoide. Cette activité cyto-
toxique, d’ailleurs plus accusée vis-a-vis des lymphocytes leucémi-
ques, peut étre abolie soit par dilution a 1/2 du sérum de lapin, soit
par absorption sur un pool de lymphocytes humains normaux. Elle
est, en revanche, accrue si on utilise un sérum de lapin titrant
1 U. H. 100 (unité hémolytique 100 p. 100) a la dilution de 1/32,
I'emploi de sérums titrant 1 U. H. 100 a la dilution de 1/20 étant
couramment admis.

2) Activité des S. M. A. P. sur les cellulesde L. A. L. (GraphiqueIl).

On voit que — compte tenu de I'addition des actions cytotoxiques
des sérums témoins — le S. M. A. P, exerce une action manifeste alors
que celle de S.M.A.P.,(detitrelymphocytotoxique homologue treés
inférieur) n’est peut-étre pas significative malgré I'absence de
toxicité pour les lymphocytes témoins (Tableau I).

3) Activité des S.C. A. P. sur les cellules de L. A. L. et de L. A. M.
(Graphique 1V).

Si cette activité apparait assez significative surtout pour le S. C.
A. P.yelle est cependant inférieure & celledesS.C. A.V.,ladilution
encore active sur 50 p. 100 des lymphoblastes n’étant que de 1/40.

En fait, la cytotoxicité propre habituelle de ces sérums ne permet
pas de conclusion formelle.

4) ActivitédesS.C.A.V.,S. M. A. P. (Graphiquelll) et S.C. A. P.
{Graphique IV) sur les cellulesde L. A. M.

Les courbes sont presque superposables a celles traduisant I'acti-
vité sur les cellules « témoins ».



190 BULLETIN DE L'ACADEMIE

o
Yo Leucocytes survivonts

} ( Echelle prohi!s)
Lymphocytotoxicité h logue Leucytotoxicité hétérologue
1/20 000 SMAPY e L.AL
1/8 000 SMAP? e e L AL
89| \\
79,5 \\\
N
el X \.
N
o | N \
. S \,
L \\ \
&30 .
N \
N 5
N \
N ey
N
N
N
1551 \\
12| N
N
N
N
N
151
1 1 1 11 L1 | 1 i -
1/1280 1/640 1/1320.1/200.1/460.1400./80.1/50. 140 1/20 1/10 Dilutions
S.AT
Graphique 1I. — Activité des sérums de moutons antithymus

de porc sur les cellules de leucémie aigué lymphoide.

On est frappé de la grande homogénéité de 'actiondesS.C. A. V.
et S.C. A. P. comparéea celle des S. M. A. P. Pour ces derniers’action
cytotoxique n’est pas absolument convaincante si ’on considére la
cytotoxicité du sérum de lapin pour les myélocytes neutrophiles.
(SCHREK (9 bis)).

L’hétérogénéité constatée pour S. M. A. P. peut s’expliquer par
I’existence d’un plateau au milieu de la courbe (d’allure sigmoide
si 'on porte en ordonnée les taux en p. 100 au lieu des probits).



% Leucocytes. survivonts Leucocytotoxicité hétérologue

SMAP| o LAM

SMAP2 o LAM
9685
N SCAVY v LAM
~,
~
SN A2 Lam
\ =
~\
~
83 N ~
\\

| I N

| \\ \ \.\ .

66,5 AN ) .

59 \\‘ \.

: NN
"\

43 \\

.

N

16,5

1 1 1 11 11 11 1 1 2
11280 1/640  1/320 1/200.1/160.1A00.1/B0.1/50.1/40  1/20 1/10 l};!ulI:ﬂs
AT
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Il est admissible comme semblent déjale démontrer quelques essais
que le S.M. A.P. exerce une action anticytotoxique sur le sérum,
de lapin aux faibles dilutions.

Discussion

La cytotoxicité des sérums hétérologues antithymus animaux,
vis-a-vis des leucocytes humains normaux ou leucémiques, n’a pas
fait jusqu’ici, & notre connaissance, 'objet d’investigations. En
revanche, 'action des sérums antilymphocytes de chien sur ces
cellules et la plus grande activité de ces sérums sur les éléments
leucémiques, ont été mises en évidence par R. ScHREK (8) (9) dans les.
leucémies lymphoides chroniques (selon une technique différente de
recherche de la lymphocytotoxicité (5)) et confirmée par J. Ducos.
et coll. (1) dans les leucémies aigués lymphoblastiques.

Deux hypothéses peuvent étre avancées pour fournir une expli-
cation a ce phénomeéne : ou les cellules blanches leucémiques pré-
sentent une plus grande fragilité que les leucocytes normaux, ou
elles supportent des antigénes communs aux cellules thymiques
animales.

1) La plus grande sensibilité des cellules leucémiques a I’action
cytotoxique des sérums normaux de lapin et de cobaye a été sduli-
gnée par ScHREK (5) tandis que plusieurs auteurs (1) ont observé
I'activité, sur ces cellules, de divers sérums doués d’activité anti-
leucocytes humains. Ducos et coll. (1) écrivent que «leurs résultats.
mettent en lumiére la plus grande fragilité des cellules de la lignée
lymphocytaire chez les sujets atteints de leucémie aigué lympho-
blastique ». Or, nos résultats indiquent : d’une part,l’absence d’acti-
vité, sur les cellules normales, des sérums ou gammaglobulines de
moutons antithymus de porc et de cheval, et leur cytotoxicité pour
certaines cellules leucémiques ; d’autre part, les taux élevés de cyto-
toxicité des sérums de chevaux antithymus de veau et de porc pour
les lymphocytes de leucémie aigué lymphoblastique par rapport aux
taux decytotoxicité pourles cellules normales « témoins » (ScHREK (9)
par saméthode, n’observe pas de différence d’activité des sérums de
chevaux antilymphocytes de chien pour les cellules normales et
pour celles de malades atteints de leucémie lymphoide chronique).

Au surplus, il apparait que les lymphocytes leucémiques ne sont
pas tous également sensibles aux mémes anticorps.

2) La présence de différents antigénes dans les tissus leucémiques
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a été soulignée par plusieurs auteurs (8) (10). ScHREK et BATRA (7)
ont insisté sur le fait que les lymphocytes leucémiques sont du
type T. (rat) et que les réactions in vitro les révelent semblables aux
thymocytes. GraBAR (4) a souligné le fait que les thymocytes
possédent des antigénes spécifiques. J. YaTa et coll. (11) décelent
un antigéne particulier présent a la fois dans les extraits de tissus
leucémiques et les thymocytes normaux.

Nos quelques essais, bien qu’'en nombre insuffisant, et compte
tenu de la toxicité propre des sérums animaux sur les leucocytes
normaux, nous incitent a envisager la présence éventuelle dans les
cellules thymiques animales d’antigénes communs, avec au moins
certaines cellules blanches leucémiques, ou la plus grande richesse
de ces cellules leucémiques en antigénes communs déja présents dans
les leucocytes humains normaux.

Nous tentons de poursuivre et compléter nos recherches dans cette
voie, en nous attachant également & préciser I'importance et la
signification de la présence dans les sérums étudiés d’anticorps anti-
homme ou en rapport avec les antigénes spécifiques des groupes
sanguins humains.

RESUME ET CONCLUSIONS

Les sérums antithymus de veau et de porc préparés sur le cheval
exercent sur les leucocytes de sujets atteints de leucémie aigué
lymphoblastique, une activité cytotoxique nettement supérieure a
celle constatée sur les lymphocytes normaux de donneurs apparte-
nant aux groupes sanguins A et O. Les sérums antithymus de pore
et de cheval préparés sur le mouton sont sans effet sur les lympho-
cytes de sujets sains mais ont une action sur les leucocytes de
malades atteints de leucémie aigué lymphoblastique. Le sérum de
mouton antithymus de porc se montre également actif sur les leuco-
cytes de malades atteints de leucémie aigué myéloblastique. S’ajou-
tant a la fragilité accrue des cellules malades, la présence ou la plus
grande abondance d’antigénes communs aux cellules thymiques
animales et a certains leucocytes « leucémiques », dans I’interpréta-
tion du phénomene, est discutée.

(Laboratoire de la Chaire de Maladies
Contagieuses, Législation Sanitaire.
Zoonoses, Ecole Vétérinaire,
94-Alfort.)



194

BULLETIN DE L'ACADEMIE

(33

- O
[=J-CRRT-N- IR B S ) [

-
—

BIBLIOGRAPHIE

. bueos (J.), Onavon (E.) et Goromsies (P.). — C. R. soc. Biol., 1970,

164, 667.

. EncGeLFriET. — Cytotoxic Antibodies Against Leucocytes in Histo-

compatibility Testing, 1965, p. 245, 250 Munksgaard, Copenhague.

. Goret (P.), Toma (B.), Luka IskanDER (G. E.) et Binp (J. L.). — Rec.

Med. Vet., 1969, 145, 1213.

. GraBAR (P.). — Bull. Ac. Med., 1969, 153, 166.

. ScHrEK (R.). — Nature, 1968, 182, 724.

. ScHrek (R.). — J. Nat. Cancer. Inst., 1966, 37, 649.

. ScHrek (R.) et BaTra (K. V.). — Lancet, 1966, ii, 444.

. ScHrek (R.) et PrestoN (F. W.). — Lancet,1967, ii, 1366.

. ScHrek (R.), Presto~n (F. W.) et Dietz (A. A.). — Blood, 1969, 33, 555.
. ScHrek (R.). — Proc. Soc. Ezp. Biol. Med. 1965, 120, 789.

. Viza (D.) Davies (D. A. L.), Topp (R.), OrRa BERNARD DEGANI, BER-

NARD (CL) et Harris (R.). — Presse Med., 1970, 78, 2259.

. Yata (J.), KLeIN (G.), KoBavasHi (N.), FUuRukawa (T.) et YANAGISAWA

(M.). — Clin. Exp. Immunol., 1970, 7, 781.



