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RESUME

Le déclenchement de la réponse immunitaire par la présentation
antigénique est indispensable lorsqu'il y a pénétration d’agents
pathogénes dans I'organisme. Les cellules présentatrices de I'antigéne
(CPA) vont internaliser, dégrader et présenter a leur surface des
molécules de classe |l classiques associées a un peptide antigénique.
Ce complexe sera reconnu par les lymphocytes T CD4" et déclenchera
une réaction en chaine menant généralement a [I'élimination du
pathogéne. Les principaux régulateurs de l'apprétement antigénique
sont les molécules de classe Il dites non-classiques, HLA-DM (DM) et
HLA-DO (DO). En effet, la molécule DM est responsable principalement
de I'échange peptidique et cette activité est modulée par DO. Toutefois,
dés sa synthése dans le réticulum endoplasmique (RE), DO doit
s’'associer a DM pour son transport intracellulaire. De plus cette
association permet a DO d'acquérir une conformation stable et éviter
ainsi sa dégradation. Tout récemment, notre groupe a démontré qu’'une
mutation en position P11 au niveau de la chaine DOa rétablit le
repliement adéquat de la molécule et permet a celle-ci de quitter le
réticulum endoplasmique (RE) sans subir de dégradation. Dans ces
travaux de recherche, la mutation DOaP11V a été utilisée pour produire
des molécules de HLA-DO solubles a I'aide d'un systéme d’expression
dans des cellules de drosophile. Ces molécules solubles ont pu étre
purifiées et injectées a des souris dans le but de créer un anticorps
monoclonal dirigé contre DO. Un hybridome produisant un anticorps
anti-DO a été identifié. Cet anticorps a été caractérisé et pourra servir a
de futures études pour mieux comprendre le réle de HLA-DO dans la

présentation antigénique.
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SUMMARY

The triggering of the immune response by antigenic presentation
is essential when there is invasion of pathogenic agents in the body.
The antigen presenting cells (APC) internalize, process antigens and
present antigenic peptides in association with classical MHC class Il
molecules. This peptide-MHC complex will be recognized by CD4+ T
lymphocytes and will activate a chain reaction generally leading to the
elimination of the pathogen. The main regulators of antigen processing
are the molecules of class |l known as non-classic, HLA-DM (DM) and
HLA-DO (DO). Indeed, the molecule DM is mainly responsible for the
peptide exchange and this activity is modulated by DO. However, at the
time of its synthesis in the endoplasmic reticulum (ER), DO must join
DM for its intracellular transport. Moreover, the association with DM
allows DO to acquire a stable conformation and avoid degradation.
Recently, our group showed that a mutation in P11 position of the DOa
chain restores adequate folding up of the molecule and allows it to leave
the endoplasmic reticulum (ER) without undergoing degradation. Here,
we have used the DOaP11V to produce soluble HLA-DO molecules
using a system of expression in Drosophila cells. These soluble
molecules were purified and injected in mice with the intention of
producing a monoclonal antibody against DO. We were able to identify a
hybridoma producing an anti-DO antibody. The antibody was
characterized and could be used for future studies for better

understanding the role of HLA-DO in antigen processing.
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CHAPITRE 1

REVUE DE LA LITTERATURE



1.1 Introduction

Depuis de cent ans, 'homme essaie tant bien que mal de
déchiffrer comment notre systéme immunitaire se défend contre les
microorganismes pathogénes. Avec les années, plusieurs grandes

découvertes ont permis d’améliorer nos connaissances en la matiére.

Ce n’est qu'aprés la découverte de George D. Snell, le pére du
complexe majeur d’histocompatibilité ou CMH, que l'immunologie a
proprement dite s'est développée considérablement [1,2]. En effet, Snell
a pu observé que chez les animaux génétiquement identiques des
tumeurs peuvent étre greffés avec succés d’'un animal a l'autre. Ainsi,
grace a ses travaux de transplantation de tumeurs chez des souris
congéniques, Snell a réussi a mettre en évidence des marqueurs a la
surface des cellules qui intervenaient dans le rejet de greffe. Ces
marqueurs ou structures seront appelés molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH). Le CMH est composé d’un groupe de génes
dont plusieurs produits jouent un réle essentiel dans la reconnaissance
des antigénes (Ag) par les lymphocytes T.

Les cellules de I'immunité peuvent se classer en deux grands
groupes; les cellules présentatrices de l'antigéne (CPA) et les
lymphocytes. Les CPA internalisent I'antigéne et le présente aux
lymphocytes. Ces derniers reconnaissent |'antigéne grace a des

récepteurs membranaires spécifiques.



La réaction immunitaire est mise en jeu par la pénétration
d’agents pathogénes qui suscitent un remue-ménage du systéme
immunitaire permettant a celui-ci d’éliminer les microorganismes
étrangers. Ces pathogénes seront ingérés par les cellules
présentatrices d'antigéne, plus précisément les macrophages, les
lymphocytes B et les cellules dendritiques. Les CPA vont a leur tour
modifier le pathogéne pour le présenter aux lymphocytes T CD4+
associé a leurs molécules de classe Il du CMH (Figure 1.1). Ainsi,
grace a sa machinerie moléculaire, la CPA pourra dégrader les
antigénes en peptides et les charger a la surface de ses molécules de
CMH de classe Il. L’activation des lymphocytes T CD4* par les
molécules de classe |l déclenche une réponse immunitaire spécifique. Il
y aura a ce moment sécrétion de cytokines qui stimuleront la production
d'anticorps par les cellules B et activeront les cellules T cytotoxiques
CD8" et les macrophages. Aujourd’hui, la structure biochimique et
moléculaire des acteurs du systéme immunitaire est un aspect important
dans la recherche de la guérison et la prévention des maladies

infectieuses.
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Figure 1.1 La présentation antigénique aux lymphocytes T.

Les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) internalisent I'antigéne, le
dégrade et I'associe a leurs molécules classiques de classe Il pour le
présenter a leur surface. La stimulation des cellules T CD4" par les
CPA, nécessite I'interaction entre le récepteur des cellules T (RcT) et
son co-récepteur, le CD4 avec le complexe CMH-II / peptide. Au méme
instant, il y a aussi présentation du récepteur CD80 (B7.1) qui sera
reconnu par le CD28 des cellules T.

(Adapté de Immunobiologie 5, Janeway et al, 2001)



1.2 Les molécules du CMH de classe Il

La reconnaissance entre le soi du non-soi par le systéme
immunitaire est probablement la fonction essentielle du CMH. En effet,
I'extréme diversité des produits des génes du CMH et le caractére
unique de la combinaison des antigénes de HLA expliquent les
variations de la réponse immunitaire d'un individu a l'autre. La fonction
des molécules du CMH de classe Il est de présenter les peptides
antigéniques aux récepteurs des cellules T (RcT) en association avec le
CD4. Contrairement aux molécules du CMH de classe I, qui sont
exprimées chez la plupart des cellules nucléées, les CMH de classe |l
sont limitées spécifiquement aux cellules immunitaires spécialisées,
plus précisément les cellules présentatrices d’antigenes. Toutefois, a la
suite d’'un traitement a I'lFN-y, la majorité des cellules du systéme

immunitaire peuvent exprimer les molécules de classe |l [3].

1.2.1 Locus du CMH de classe Il

Chez 'homme, les génes qui codent pour les molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité, sont aussi appelés HLA pour
« Human Leukocyte Antigen ». En effet, historiquement, c'est d'abord a
la surface des globules blancs que ces antigénes ont été identifiés. Les
génes qui codent pour les antigénes HLA sont situés sur le
chromosome 6 (Figure 1.2). Cette région du génome, appelée HLA ou
complexe majeur d’histocompatibilité, s’étend sur 4000 kb et renferme
un nombre considérable de génes les plus polymorphes du génome
humain.



Complexe HLA
{4000 ke

Figure 1.2 Région du complexe majeur d’histocompatibilité
humain. Situé sur le bras court du chromosome 6 (région 6p 21.3), le
complexe HLA est un ensemble de génes qui codent pour les antigénes
du CMH. La diversité des génes HLA est impressionnante. En effet,
suite au séquengage on a pu mettre a jour environ 1500 alléles HLA
[4,5].

(Adapté de http://www.icampus.ucl.ac.be/.../04-07-HLA/compl-HLA.htm)



Ce locus contient tout d'abord trois différents isotypes de
molécules CMH-II classiques : HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR. Il
comprend également les génes qui codent pour les HLA de classe | :
HLA-A, HLA-B et HLA-C, ainsi que des génes pour des molécules
apparentées : HLA-E, HLA-G et HLA-F. Certains génes codent pour
d’autres molécules de HLA, telles que HLA-DM et HLA-DO, des
molécules du CMH de classe |l dites non-classiques. Enfin, on retrouve
dans ce locus une série de génes dont le produit joue un réle dans la
présentation des antigénes aux lymphocytes T. C'est le cas de LMP2 et
LMP7 qui correspondent a des composantes du protéasome [6-8] ou
encore de TAP1 et TAP2 qui transportent des fragments peptidiques
dans le réticulum endoplasmique [9]. L'expression des génes du CMH
de classe |l est sous le contréle du transactivateur CIITA (class /I
transactivator) [10]. Cependant, CIITA est un coactivateur qui interagit
avec certains facteurs plutét qu'avec 'ADN directement [11]. Par
exemple, le facteur de transcription RFX5 est essentiel a I'expression
constitutive des géenes du CMH de classe 11 [12,13]. Une mutation dans
le géne de RFX5 provoque un syndrome de déficience en molécule
CMH-II ou BLS pour « Bare Lymphocyte Syndrome ». Cette maladie est
caractérisée par une absence d'expression des molécules de CMH-II
[14]). Ce défaut d'expression des molécules de CMH-IlI cause des
infections a répétition et les personnes qui en sont atteintes ont une

espérance de vie de moins 20 ans.



1.2.2 La structure des molécules classiques de CMH de classe I

Les molécules du CMH de classe Il classiques sont des
glycoprotéines transmembranaires de type | comprenant une région N-
terminale localisée dans la partie extracellulaire et une portion C-
terminale intracellulaire. C’est en 1993 que le groupe de Wiley a publié
pour la premiére fois la structure cristalline de la molécule HLA-DR1
[15]. Les molécules de classe Il sont des hétérodimeres associant de
maniére non covalente une chaine alpha de 31-34 kDa a une chaine
béta de 26-29 kDa [16,17]. Ces deux chaines possédent quatre
domaines extracellulaires, o1, o2 et B1, P2 suivis de parties

transmembranaires et intracytoplasmiques trés courtes (Figure 1.3).

CMH Classe Il
Niche Peptidique |
[ _\ Peptde
[
ol Bi / ¥
NN : -
LR B1
02 2
S S
[ 8 Bz
Site de liaison
région au CD4
Tunsmembranaire Pont Disulfure S---8
) ) Domaine Ig
C C

Figure 1.3 Structure de la molécule du CMH de classe II.

Les molécules du CMH sont composées de 4 domaines. Les régions o1
et B1 composent la niche peptidique tandis que les portions a2 et p2
correspondent aux domaines de la famille des immunoglobulines.

(Adapté de Immunobiologie 5, Janeway et al, 2001)



Le récepteur CD4 des lymphocytes T interagit principalement
avec le domaine B2 des molécules de classe II [18]. Les domaines a2 et
B2 se replient de fagon conventionnelle a celle des protéines de la
famille des immunoglobulines [19]. Toutefois, il n'en est pas de méme
pour les domaines les plus distaux, a1 et p1. Ces domaines adoptent
une conformation spatiale tout a fait caractéristique aux molécules du
CMH de classe |l classiques, leur conférant une capacité de présenter
un antigéne. Ce site de liaison peptidique est constitué d'une niche de 8
feuillets antiparalléles encadrés de deux hélices o [15], formant ainsi
une niche de 25 A de long par 10 A de large (Figure 1.4). Les deux
extrémités de la fente sont ouvertes permettant alors la présentation de
peptides antigéniques d'une longueur variant entre 13 & 24 acides
aminés, dépassant largement les deux extrémités de la niche [20]. Le
trés grand polymorphisme des alléles HLA s’exprime essentiellement au
niveau du site de fixation peptidique attribuant ainsi a chaque alléle une
certaine spécificité a I'égard des millions de peptides issus de la
dégradation protéinique. Les peptides emprisonnés dans une molécule
de CMH de classe Il classique présentent une homogeénéité pour
certaines positions que I'on appelle points d'ancrages. Au total, on
estime que chaque molécule de CMH-Il qui ne peut lier qu'un seul
peptide a la fois, présente un potentiel de liaison pour environ quelques
milliers de peptides différents. Du fait de ce tri intracellulaire, fonction
des alléles hérités, on voit que le systétme immunitaire n'a qu'une vue
trés partielle du soi. Il n’est tolérant qu’aux quelques milliers de peptides
qui lui sont présentés en permanence par les alléles hérités des deux
parents.
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Figure 1.4 Structure de la niche peptidique des molécules du CMH-
II. Le sillon peptidique est formé d’hélices alpha et de feuillets béta ou
se fixe le peptide par des sites spécifiques ou poches polymorphiques
(P1, P4, P6 et P9). Les panneaux de droite représentent la niche vide
tandis que ceux de gauche montrent la niche occupée par un peptide.
(Adapté de http://depts.washington.edu/rhwlab/dg/3structure.html)
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1.3 La présentation antigénique

La raison d'étre des molécules du CMH de classe Il classiques
est de signaler aux lymphocytes T CD4" la présence de pathogénes
dans l'organisme [21-23]. L'activation des cellules T auxiliaires CD4" est
un évenement crucial dans linduction d'une réponse immunitaire.
Contrairement aux cellules B qui lient directement I'antigéne, les cellules
T ne reconnaissent I'antigéne qu’'en association avec les molécules du
CMH exprimées a la surface des cellules présentatrices d’antigene. En
effet, I'antigéne n’est pas reconnu sous sa forme native, mais
uniquement apres avoir subi des transformations physicochimiques [23].
C’est sous cette forme modifiée que le peptide antigénique ancré dans
la niche peptidique des molécules du CMH-II gqu’il sera reconnu par le
récepteur des cellules T CD4" [24].

Les molécules du CMH de classe |l classiques sont synthétisées
dans le réticulum endoplasmique (RE) ou elles s'associent rapidement
en proportion stoechiométrique avec des triméres de la chaine
invariante (li) (un dimére aff pour une molécule li), formant ainsi des
nonameres qui seront exportés vers les endosomes via l'appareil de
Golgi [25-29]. La chaine invariante est une glycoprotéine membranaire
de type Il d’environ 220 résidus dont la région C-terminale est luminale
et la portion N-terminale est intracellulaire (Figure 1.5). Celle-ci peut étre
produite sous quatre isoformes différentes. En effet, la présence de
deux codons d'initiation et un épissage alternatif produit des formes
variables de la chaine invariante. Toutefois, chez 'lhomme, la forme p33
prédomine comparativement aux autres isoformes qui sont, p35, p41 et
p43.
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Figure 1.5 Structure du trimére et nonameére de li et du CMH-II.

Le panneau de gauche montre les chaines invariantes trimérisées de
couleurs vertes et une partie orange correspondant au CLIP. Tandis que
celui de droite présente I'association entre les chaines li et les CMH-II
de couleurs bleu et violet (pour alléger la figure une des molécules du
CMH-II a été retirée)(Adapté de Cresswell, P. Cell 1996) [29].

La chaine invariante joue un réle important dans la présentation
antigénique par les molécules de CMH-Il. En effet, elle permet le
repliement adéquat des molécules de classe Il néosynthétisées dans le
RE en les stabilisant. En son absence, la majorit¢é des molécules
s’agrégent dans le RE et ne sont pas transportées vers I'appareil de
Golgi [30,31]. Par conséquent, la chaine li facilite le transport des
molécules de classe Il du RE a l'appareil de Golgi et finalement vers les
endosomes, grace a des signaux d’adressage localisés dans la région
cytoplasmique de la chaine li [32-34]. Enfin, la chaine invariante joue le
role de chaperon en empéchant le chargement précoce de peptides
endogénes dans la niche des molécules de classe Il [24,35]. Au niveau
des endosomes, la chaine li est progressivement dégradée a partir de

son extrémité C-terminale par des protéases auxquelles résistent les



13

molécules de classe 1l [36,37]. Différentes endoprotéases de la famille
des cathepsines sont impliquées dans la dégradation de la chaine
invariante. Il s’agit plus particulierement de la cathepsine S et L dans les
cellules présentatrices de I'antigéne [38-42]). Ces deux protéases a
cystéines sont indispensables a la dégradation de la chaine invariante.
L’inhibition [40] ou l'absence [38,41] de la cathepsine S empéche la
protéolyse de li et conduit a une accumulation a la membrane
plasmique de complexes formés de molécules de CMH-Il et de
fragments de li d’environ 10 kDa. Il en résulte par une diminution de la
présentation de I'antigéne par les molécules de CMH-II [43]. A la suite
de la dégradation de la chaine invariante par les cathepsines, un
fragment peptidique de 20 a 24 acides aminées correspondant a la
région 81-104, appelé peptide CLIP (pour « class Il associated invariant
chain peptide ») [35], reste temporairement associé aux diméres aff des
molécules de classe Il. La structure cristalline de CLIP associé a la
molécule HLA-DR3 a révélé que celui-ci se fixe au niveau du sillon
peptidique de fagon quasiment identique aux peptides antigéniques [44].
Enfin, cette association temporaire de la chaine invariante aux
molécules de classe Il a pour fonction d'empécher le chargement de
peptides endogénes jusqu'a des compartiments spéciaux, appelés MIIC
(pour « MHC class Il compartment »). C'est Peters et al. en 1991 qui ont
été les premiers a observer des molécules de CMH de classe [l dans
ces compartiments multilamellaires ressemblant aux lysosomes et
présents dans toutes les cellules présentatrices d’antigénes [45,46].
Donc, suite a l'arrivée des molécules de classe Il associées au CLIP
dans les MIIC, il y aura dissociation du complexe. Une molécule non-
classique, HLA-DM (DM) est responsable de cette dissociation. En effet,
son activité catalytique favorise la libération de la niche peptidique pour
remplacer le CLIP par un peptide antigénique. On remarque aussi que

I'affinité plus ou moins grande de la chaine invariante pour les différents
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aliéles des molécules de classe Il facilite cette séparation [47]. Ainsi,
l'association de peptides antigéniques aux molécules de classe Il
s'effectue dans les compartiments MIIC, différents des endosomes
précoces, tardifs ou lysosomaux, auxquels toutefois, les antigénes

internalisés par endocytose auraient accés [48].

Les antigenes exogénes sont captés dans le milieu extracellulaire
et transportés au sein de la cellule par un processus d'endocytose. La
substance a ingérer (protéine, microorganisme ou débris cellulaire) est
incluse dans une invagination de la membrane plasmique qui se
détache pour former une vésicule intracellulaire, appelée endosome
(Figure 1.6). La voie endocytique est composée d'une suite de
vésicules, caractérisées par une acidité croissante et contenant une
grande variété d'enzymes protéolytiques impliqués dans la dégradation
de l'antigene [49]. On distingue schématiquement, les endosomes
précoces (pH 6,0-6,5), les endosomes tardifs (pH 5,0-6,0) et les
lysosomes (pH 4,5-5,0). Les endosomes précoces représentent les
compartiments ol les molécules a recycler vers la membrane plasmique
sont séparées de celles qui sont transportées vers les compartiments
tardifs. Les endosomes et plus particulierement les MIIC sont des
compartiments cellulaires importants pour le chargement de peptides
sur les molécules de CMH-II [49-51]. En effet, c'est dans leur
environnement protéolytique et acide que les protéines antigéniques
internalisées par endocytose sont dénaturées et dégradées en peptides.
A la suite de I'élimination du peptide CLIP, le sillon de liaison des
molécules de CMH-II est comblé par un peptide antigénique provenant
du MIIC. Chaque molécule du CMH ayant chargée efficacement un
peptide antigénique quitte le compartiment MIIC. Ces complexes seront
transportés vers la membrane plasmique par un mécanisme
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d'exocytose pour étre reconnus finalement par les récepteurs des
lymphocytes T CD4".

Exosomes 0, i Extracellulaire

=

Classe Il +- | r C
| i-COOH +- | ="
li-NH: +- |
| L—— 1] Classell+

" HLADM +- ||
i-COOH +++ |
li-NH:++ || Classe Il ++
HLADM +
i-COOH +

li-NHz 4+

Lé"[;‘g:,‘ : | Classe Il +++

| Cathepsine D + ||| HLADM+++ | - 3

: li-NH2 +

G o | p | Classe Il ++
LAMP-1++ 1] HLADM ++

CDB3 ++ | 3
Cathepsine D ++ | L?[')'g:;‘::

| Cathepsine D ++

Figure 1.6 Voie endosomale des molécules du CMH de classe Il.

La voie endosomale est composée d'une série de vésicules
caractérisées par une acidité croissante ou transitent les molécules de
classe Il. Synthétisées dans le réticulum endoplasmique, les molécules
de classe Il passe au travers I'appareil de Golgi et le réseau trans-
golgien (TGN) pour parvenir aux compartiments endosomaux. La
majorité des molécules quittent le TGN pour aller directement soit aux
compartiments MIIC précoces soit aux endosomes tardifs ou MIIC
multivésiculaires. Finalement les complexes CMH-ll/peptide sont alors
dirigés vers la membrane plasmique ou ils seront présentés aux
lymphocytes CD4".(LAMP-1 = lysosome-associated membrane protein).
(Adapté de Geuze, H.J. Immunol Today 1998) [52].
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1.4 La molécule HLA-DM

1.4.1 Structure et expression de la molécule HLA-DM

La molécule HLA-DM (H2-M chez la souris) a une structure trés
proche de celle des molécules de CMH-Il classiques [53,54]. Tout
comme les CMH-I| classiques, HLA-DM est composée d'une chaine a
de 33-35 kDa et d'une chaine B de 30-31 kDa qui s’assemblent dans le
RE, formant une molécule hétérodimérique [55]. Par contre ces
molécules sont dites non-classiques car elles sont trés peu
polymorphiques et elles ne sont pas exprimées a la surface des cellules
[56,57]. Leur distribution cellulaire est la méme que pour les CMH-II
classiques. Toutefois, les molécules HLA-DM s’accumulent dans des
compartiments intracellulaires endocytiques [57]. Cette accumulation est
due a un motif de ciblage (YTPL) contenu dans la queue cytoplasmique
de la chaine B [58-60]. La mutation d’'un des résidus du motif et plus
particuliérement les résidus tyrosine et leucine provoquent une
accumulation de la molécule a la surface des cellules. La transcription
des génes de DMA et DMB est sous le controle des facteurs CIITA et

RFX-5 et I'NF-y en augmente I'expression [61-63].

1.4.2 Fonctions de la molécule HLA-DM

On a tout d'abord cru que DM pouvait lier des peptides dus aux
ressemblances structurales avec les molécules classiques de classe Il
Cependant, des études de liaison peptidique ont démontrées que des
molécules purifiées de HLA-DM ne peuvent pas lier de peptides de
facon stable [64]. Toutefois, les incertitudes concernant la possibilité de
liaison peptidique de HLA-DM ont finalement été résolues grace aux
structures cristallines de DM et H2-M [563,54]. Ces structures en trois

dimensions ont confirmé qu'il était impossible pour la molécule DM de
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lier un peptide car sa niche peptidique est considérablement restreinte
comparativement aux molécules classiques (Figure 1.7). Par contre,
HLA-DM est primordiale pour la présentation antigénique de classe Il
[65]. Plusieurs réles lui sont attribués et I'on pourra voir plus en détails

chacun d’eux dans les prochaines lignes.

HLA-DR HLA-DM

Chaine a

Chdine

Figure 1.7 Comparaison des niches peptidiques des molécules
HLA-DR et HLA-DM. Le panneau de gauche montre la niche peptidique
de la molécule de CMH de classe Il classique (HLA-DR) démontrant
bien que le sillon est d’'une largeur suffisante pour accueillir un peptide
antigénique. Le panneau de droite montre la molécule non-classique
HLA-DM, qui ne présente pas de niche peptidique mais contient un
petite poche centrale chargée négativement dont la fonction est
inconnue [66].

(Les structures en 3D des molécules de HLA-DR (1T5W) et de HLA-DM
(1HDM) sont tirées de Protein Data Bank et visualisées avec
DeepView/Swiss-PdbViewer v3.7)
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Des études réalisées au niveau des cellules B ayant une délétion
soit d’'une chaine ou des deux chaines de la molécule DM ont démontré
qu’il y avait une augmentation de 50% des niveaux de CLIP a la surface
cellulaire [67,68]. La molécule HLA-DM contrble la relache de CLIP et
favorise ainsi le chargement de peptide antigénique dans la niche des
molécules de classe Il classiques (Figure 1.8) [69-72]. L'efficacité de la
molécule DM est semblable a celle d'une enzyme. En effet, 'échange
peptidique catalysé par DM est de I'ordre de 3 a 12 DR-CLIP par minute
[73]. De plus, les peptides ayant une faible affinité pour les molécules de
CMH-Il classiques seront dissociés par DM favorisant ainsi la
présentation de peptides a forte affinité [74]. On remarque aussi que
l'activité de HLA-DM est optimale dans un environnement acide (pH 4.5)
correspondant au pH des vésicules tardives ou MIIC, ou sont générés
les peptides antigéniques [75]. A ce pH, les molécules de CMH-Il non
chargées sont particuli€rement instables et se comportent comme des
protéines non repliées, ce qui les rend non fonctionnelles et
susceptibles a la dégradation [76]. Des données indiquent que HLA-DM
agit comme un chaperon pour les molécules de classe Il classiques en
les protégeant de la dénaturation dans les compartiments acides et en

maintenant leur habileté a lier des peptides antigéniques [76,77].

Finalement, certaines études ont tenté de mieux caractériser
'association entre la molécule non-classique HLA-DM et la molécule
classique HLA-DR. Par des mutations sur la chaine g de la molécule
DM, le groupe de Mellins a démontré que l'interaction entre DM et DR
se produisait du coté latéral de DR via des régions hydrophobiques [78].
Ces résultats concordent avec des études ultérieure montrant qu'il a
perte d'interaction entre les deux molécules lorsqu'on effectue des
mutations du co6té latéral de HLA-DR tout prés de la région N-terminale

[71,79,80]. Plus récemment, le groupe de Neefjes aussi montré par un
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systéme in vivo dans des cellules HEK293, qu'il était possible de suivre
l'interaction entre DM et DR lorsque celles-ci sont couplées a des

fluorochromes [81].

Protéine {luatire {soi ou

Rétlcullum
endoplasmique

Copyright © 2000 Massachusetts Medical Soclety.

Figure 1.8 La voie de la présentation antigénique des molécules du
CMH de classe Il. Les molécules du CMH de classe Il sont
synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique ou elles s'associent
a la chaine invariante pour son transport vers les compartiments
endosomaux. Au niveau des compartiments MIIC, la chaine li est
dégradée et seul le peptide CLIP reste dans la niche peptidique des
molécules de CMH-Il. C’est a ce moment qu’entre en jeu la molécule
HLA-DM. En effet, celle-ci catalyse I'échange de CLIP pour un peptide
issu de la dégradation d’'une protéine extracellulaire du soi ou du non-
soi. Finalement, ce complexe CMH-Il / peptide sera présenté a la
surface de la cellule présentatrice d’antigénes.

(Adapté de Klein, J. & Sato, A. N. Engl. J. Med. 2000) [82].
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1.5 La molécule HLA-DO

1.5.1 Structure et expression de la molécule HLA-DO

Comme les molécules de classe Il classiques, la molécule HLA-
DO (H2-O chez la souris) est une protéine hétérodimérique formée
d'une chaine o de 32-34 kDa et d'une chaine  de 33-34 kDa. C'est
dans les années 80 que deux nouveaux génes codant pour une protéine
semblable aux molécules classiques ont été découverts par hybridation
croisée. Ces génes ont été nommés respectivement DZ et DOB [83-85].
La chaine DZ a été par la suite rebaptisée DNa. pour finalement devenir
DOa. Cependant, I'association entre la chaine a et la chaine § n'a été
révélée qu'apres des travaux chez la souris par le groupe de Karlsson
en 1991 [86]. Ces résultats avaient amené I'hypothése, qui a été
confirmée par la suite, que les génes DNA et DOB chez 'homme
pouvaient se lier pour former une molécule, aujourd’hui connue sous le
nom de HLA-DO [87].

La régulation de la transcription du géne DOA est sous le
contréle du transactivateur CIITA. Tout comme les autres génes de
classe Il, celui-ci est inductible par INF-y. Toutefois, son niveau
d’expression est moindre que pour les molécules classiques [85]. Il en
est tout autrement pour la chaine B, car son géne n’est pas inductible

par I'INF-y et son expression est indépendante du CIITA [84,88].

Ainsi, aprés leur synthése dans le réticulum endoplasmique, les
chaines a et B s’assemblent pour former une molécule hétérodimérique.
Cependant, il a été démontré que cette dimérisation s’avére insuffisante
pour permettre la sortie de la molécule du RE lorsque les deux chaines
sont exprimées dans des cellules HelLa [89]. Le groupe de Karlsson a

établi que la molécule DO était fortement associée a DM lors du
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transport intracellulaire dans les cellules B. En effet, dans les
lymphocytes B des souris n'exprimant pas H2-M, on remarque une
diminution de I'expression des molécules H2-O ainsi qu’une rétention au
RE [90,91]. Par ailleurs, suite a l'association avec HLA-DM, les
complexes DM-DO sont guidés vers les compartiments endosomaux
grace a un motif d'adressage de type tyrosine contenu dans la queue
cytoplasmique de DM [92,93]. Néanmoins, HLA-DO posséde elle aussi
un motif de ciblage dans la queue de la chaine B. Par contre, la
mutation de ce motif n'empéche pas les complexes DM-DO de ce

diriger vers les compartiments endosomaux [92].

Tout comme HLA-DM, HLA-DO est classée dans les molécules
non-classiques, tout d'abord parce qu'elle n'est pas exprimée a la
surface des cellules (donc incapable de présenter des peptides) [64], et
parce qu'elle est trés peu polymorphique [94-96]. Par contre, sa
distribution cellulaire differe de celle de DM. En effet, DO est
principalement exprimée dans les lymphocytes B et dans les cellules
épithéliales thymiques [86,87]. L'expression de HLA-DO dans
I'épithélium thymique suggére que la molécule pourrait influencer la
sélection des thymocytes. Toutefois aucune étude n’a adressé cette
hypothése.

Finalement, a ce jour, il n’existe encore aucun cristal qui pourrait
nous révéler la structure exacte de DO. A cet effet, trés peu on réussi a
produire la molécule HLA-DO sous sa forme soluble [91]. Nous verrons
donc plus loin les explications a ce sujet.
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1.5.2 Fonctions de la molécule HLA-DO

La molécule HLA-DO a un réle particulier a jouer dans la
présentation antigénique. Tout d'abord, I'alignement des séquences en
acides aminés des genes DOA et DOB démontre un niveau de
conservation élevé chez les mammiféres [97,98]. Par ailleurs, on
retrouve une séquence de sept acides aminés (VWRLPEF) du géne
DOA trés bien conservée parmi les carnivores [99]. Ensuite I'expression
des diméres afp est restreinte a certaines cellules présentatrices
d’'antigéne telles que les lymphocytes B et les cellules épithéliales
thymique [86,87]. Finalement, son association obligatoire avec la
molécule DM pour transiter dans les compartiments endosomaux lui

confére un réle distinct dans la présentation antigénique [89].

L'instabilit¢ de la molécule DO et sa dégradation précoce en
absence de DM expliquent pourquoi a ce jour il est difficile de produire
la molécule sous forme soluble dans le but d'obtenir sa structure
tridimensionnel. Ayant besoin de DM pour son transport intracellulaire,
DO se trouve donc constamment associée a DM. De ce fait, il fat facile
de prévoir que DO aurait un role de régulation sur HLA-DM. En effet, on
note une accumulation de CLIP dans la niche peptidique des molécules
classiques a la surface des lignées cellulaires sur-exprimant la molécule
DO. Ces résultats suggérent fortement que la molécule HLA-DO est un
important modulateur de I'apprétement peptidique [100]. Cependant, on
peut remarquer dans la littérature que plusieurs publications sont en
conflit concernant la fonction moléculaire exacte de DO. Ainsi, plusieurs
groupes ont réalisés des tests fonctionnels in vitro, utilisant des
préparations soit de DM soit de complexes DM-DO [91,100-102]. La
conclusion globale de ses recherches confirme que la molécule HLA-
DO a un réle régulateur sur DM et que celui-ci inhibe la fonction

catalytique de HLA-DM sur les molécules classiques en augmentant
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ainsi la proportion du CLIP dans la niche peptidique. En effet, le
chargement de peptides sur les molécules classiques est diminué par
les complexes DM-DO. Toutefois personne n’a pu déterminé une
inhibition absolue de DM par DO [91,100-102]. On a pu remarquer aussi
qu'aucun effet est attribuable par la molécule DO seule sur Ia
présentation antigénique [91,101]. Bien qu'il y ait plusieurs publications
en faveur d'un role négatif de HLA-DO sur la molécule DM certains
prétendent le contraire. Cest le cas entre autre du groupe de
Moldenhauer qui affirme que I'expression de la molécule DO au niveau
de mélanocytes aurait une répercussion plutét positive sur le
chargement de peptides de haute affinité [101]. Ainsi, DO posséderait
un rdle de co-chaperon vis-a-vis DM et contrélerait la qualité des

peptides présentés a la surface des cellules.

Ces différences pourraient provenir du fait que l'activité de DO
dépend du pH environnant. Ceci suggere qu'il y a une localisation
intracellulaire précise pour le chargement de peptide. En effet, la
répression de l'activité de DM s’observe a des pH variant de 5.5 et 6.5,
pH que l'on retrouve dans les endosomes précoces. Ce n'est qu'a des
pH plus acides et au niveau des lysosomes ou des endosomes tardifs
que la molécule DM peut enlever CLIP en présence de DO
[91,101,103,104]. De plus, une étude réalisée sur des souris ayant une
délétion du géne DOA a pu démontrer qu'il y avait une augmentation de
la présentation de peptides de faibles affinités internalisés par
pinocytose (phase fluide) en absence de DO [91]. En effet, DO
favoriserait la présentation d’antigénes internalisés par fixation aux
immunoglobulines membranaires (mlg) ou récepteurs des cellules B
(ReB). Ces résultats apportent I'hypothése que HLA-DO ferait Ila
discrimination de certains peptides par la fagon dont ceux-ci sont

internalisés. En effet, une étude par le groupe de Karlsson, démontre
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que la présentation de différents épitopes ce trouve a étre augmentée,
diminuée ou non affectée en absence de H2-O selon la spécificité des
mlg utilisées pour linternalisation de I'antigéne [105]. Ce qui est
intéressant, c'est que les épitopes d'un méme Ag n'ont pas
nécessairement la méme dépendance vis-a-vis H2-O. En effet, ceci
suggére que H2-O pourrait controler le répertoire peptidique des cellules
B selon linteraction entre le RcB et I'antigéne. Par ailleurs, il semble
que le fond génétique a son importance, car le réle de H2-O varie en

fonction de celui-ci [106].

En résumé, I'apprétement de l'antigéne dans le systéme de
présentation antigénique de classe Il est bien connu. DM joue un role
essentiel dans ce processus, role qui n'est pas seulement d’enlever le
CLIP des molécules classiques mais aussi d'éditer le répertoire des
peptides. Malheureusement il est impossible de prédire quels peptides
vont étre présentés. Contrairement a la molécule DM, la fonction de DO
n'est pas totalement élucidée. Pour mieux comprendre son implication
dans la présentation antigénique, il faudrait également en savoir plus
sur le fonctionnement général de chacun des compartiments

endosomaux et lysosomaux dans la présentation antigénique.

Pour terminer, une étude toute récente publiée par notre
laboratoire démontre qu'il est possible d’'obtenir une molécule DO ayant
une conformation stable en absence de DM [107]. En effet,
l'identification d'un site de liaison de DM c'est avéré important pour
stabiliser DO et ainsi aider dans la maturation de la molécule. Suite a
I'alignement des séquences des molécules de HLA-DQa et de HLA-
DOa, on a remarqué une forte similitude entre ces deux chaines au
niveau de leur structure primaire. De plus a l'aide de la structure

cristalline de la molécule I-A (homologue de HLA-DQ chez I'humain) on
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a pu distingué qu’un résidu glycine en position 9 de la chaine «, formait
une protubérance vers la chaine p au niveau du plancher de la niche
peptidique [108). Ce renflement maintiendrait I'arrangement des résidus
de chacune des chaines impliquées dans le contacts inter-chaines.
Cependant, dans la chaine DOaq, cette glycine en position 10 est suivie
d’une proline qui pourrait perturber le feuillet B et empécher le résidu
a10 de produire une protubérance et de ce fait troubler I'alignement
précis des feuillets anti-paralléles. C’est ainsi qu’en créant une mutation
dans la région a1 de la molécule DOa ont a pu rétablir le repliement
adéquat de la molécule. En effet, c'est la mutation d'une proline pour
une valine en positon 11 de la chaine a (aP11V) qui stabilise la

molécule (Figure 1.9).

Chaine B

Figure 1.9 Représentation de la mutation aP11V.

La mutation aP11V est responsable de la maturation et de la stabilité de
HLA-DO en absence de DM. Celle-ci est désignée par un point bleu
sous un fond génétique de HLA-DQ.

(Adapté de Deshaies, F. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2005) [107]



26

Tout d'abord, des analyses biochimiques et de microscopie a
fluorescence ont démontrées une résistance a I'endoglycodidase H
(EndoH) ainsi qu'une colocalisation avec le CD63 (un marqueur
d’endosomes tardifs), confirmant la maturation des molécules DOP-V.
De plus, des tests fonctionnels utilisant des cellules HelLa CIITA*
exprimant soit HLA-DOaP11V soit HLA-DO sauvage ont démontré qu'il
y avait un niveau comparable de CLIP dans la niche peptique des
molécules de classe |l classiques [100,102]. Finalement, cette mutation
permet ['expression, de la molécule DO a la surface tant au niveau des
cellules HEK 293T qu’au niveau des cellules Hela. Ces travaux laissent
entrevoir la possibilité d'utiliser un tel mutant afin de générer des formes
solubles de HLA-DO.

1.6 Molécules solubles

Grace a un systéme d’expression dans des cellules d'insectes, il
est possible de produire sous forme sécrétée une protéine soluble. En
effet la quantité et la qualité de production de ce systéme sont telles que
l'on peut utiliser les protéines recombinantes pour des analyses
fonctionnelles ou pour obtenir la structure cristalline d’une protéine [109-
112].

Plusieurs groupes de recherche ont exploité cette avenue pour
produire différentes protéines. C'est le cas par exemple du groupe de
Khandekar qui a utilisé les cellules d'insectes pour produire un
récepteur membranaire, le CD23, présent a la surface des cellules B et
des monocytes chez des personnes atteintes de leucémie lymphatique
chronique [113]. Un autre groupe de recherche a aussi employé le
systeme d'insectes pour produire un enzyme, BACE (pour « beta-site

amyloid precursor protein-cleaving enzyme ») [114]. Cette enzyme clive
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le précurseur de la protéine amyloide, composante principale des
plaques que I'on retrouve dans les cerveaux des personnes atteintes de
la maladie d’Alzheimer. Ces deux exemples démontrent a quel point ce
systeme de production de protéines solubles peut servir dans plusieurs
domaines et a diverses applications. En effet, les cellules d'insectes
sont exploitées depuis de nombreuses années pour produire des

molécules solubles du complexe majeur d’histocompatibilité [115-123].

Ainsi, bien avant de connaitre la structure tridimensionnelle de
DM, des molécules HLA-DM solubles produites en cellules d'insectes
furent utilisées afin de définir leurs fonctions biologiques [71]. En effet, le
groupe de Mellins a purifié des molécules recombinantes de HLA-DM
provenant de surnageant de cellules d'insectes transfectées. lls ont
ainsi pu démontrer 'importance de la molécule DM sur le chargement
de peptide antigénique dans la niche des molécules DR. Suite a cela,
parallélement, les groupe de Wiley et Kappler ont utilisés des procédés
similaires de production de molécules solubles pour cristalliser les
molécules DM et H2-M, respectivement [53,54]. Finalement, c'est le
groupe de Peterson en 1992 qui a le mieux caractérisé I'expression de
molécules solubles du CMH chez les cellules de drosophile [116]. En
effet, ils ont produit la molécule H-2E dans des cellules de drosophile a
I'aide d’'un vecteur d'expression a haut rendement obtenant ainsi une
concentration supérieure a 4 mg/L de molécules recombinantes. Pour
bien comprendre I'impact de I'efficacité des cellules de drosophile, il faut
savoir qu'en 1987 le groupe de Wiley avait obtenu 4 mg de molécules
en produisant plus de 200 L de culture de cellules de mammifére pour
cristalliser HLA-A2 [124]. Ces résultats démontrent a quel point on
obtient une qualité et une quantité considérable de molécules solubles

par les cellules d'insectes.
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La production de molécules solubles peut aussi se faire a l'aide
d'infection au baculovirus. On peut obtenir des concentrations pouvant
aller jusqu’a 500 mg/L en utilisant ce systeme [125]. Toutefois, ce virus
se répliqgue seulement dans un type de cellules d'insectes, les Sf9
(lepidopteran) et peut provoquer la destruction de celles-ci lors de cycle
lytique, diminuant ainsi la production de protéine [126]. Néanmoins, une
étude utilisant un nouveau systéeme d'infection au baculovirus, le
systéme baculovirus-S2, a démontré que chez les cellules de
drosophiles on observe aucune lyse cellulaire aprés l'infection [127]. Ce
type de systéme peut étre une alternative a des transfections peu
efficaces a la lipofectamine ou par précipitation au phosphate de
calcium [128,129].

Enfin, pour produire une molécule soluble, on doit utiliser un
vecteur d'expression spécifique aux cellules d’insectes Drosophila
melanogaster S2 [130]. De plus, on doit retranche les domaines trans-
membranaires et cytoplasmiques pour obtenir une version soluble de la
molécule. Ensuite, on insére la portion de TADNc de la molécule codant
le domaine extracellulaire suivi d'une séquence de purification
comportant un épitope de six résidus histidine. Une telle séquence
permet a la protéine recombinante d’acquérir de l'affinité pour les
métaux divalents tels que le Ni*2 et de pouvoir étre purifiée par
chromatographie d'affinité. En amont de la séquence codante on
retrouve le promoteur du géne métallothioneine assurant un haut niveau
d’expression suite a une induction au sulfate de cuivre (CuSQO,) [131]. Et
finalement, en aval, on trouve la séquence poly-A assurant la maturation
de 'ARM messager. Un dernier point important @ mentionner concerne
la culture elle-méme des cellules de drosophiles. En effet, la culture des
cellules se fait @ une température pres de la température ambiante (22-

27°C) sans ajout supplémentaire de CO, ce qui représente un autre
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avantage comparativement aux autres types de cellules. Comme il a été
démontré, le systéeme d'expression chez les cellules de drosophiles

présente de nombreux d’avantages.

1.7 Les anticorps monoclonaux

Le systtme immunitaire dit « adaptatif » agit par l'intermédiaire
de deux principaux mécanismes qui sont la réponse de type humoral
(production d’anticorps) et la réponse a médiation cellulaire. Les
immunogenes sont les molécules qui peuvent déclencher une réponse
immunitaire spécifique. Il s’agit généralement de substances étrangéres
tels que des protéines ou des glucides, ou parfois des lipides ou des
acides nucléiques. L'efficacité du systéme immunitaire des mammiféres
repose sur un trés grand nombre de lymphocytes ayant chacun sa
spécificité propre, c'est-a-dire portant des récepteurs qui peuvent
reconnaitre un seul antigéne. La diversité des récepteurs permet des
réponses immunitaires contre un large éventail d'immunogénes. Les
lymphocytes B se caractérisent par la présence a leur surface de
récepteurs spécifiques de type immunoglobuline. Ce sont ces cellules
qui assurent la réponse a médiation humorale. Les anticorps sont
sécrétés par des plasmocytes provenant de la différenciation des
lymphocytes B a la suite d'une stimulation antigénique. Chaque
anticorps peut reconnaitre par sa portion variable de ses chaines
lourdes et légéres un épitope ou déterminant antigénique composé

habituellement de cing ou six acides aminés (Figure 1.10).
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Figure 1.10 Structure générale d’une immunoglobuline. Les
immunoglobulines (Ig) sont constituées de quatre chaines
polypeptidiques, deux chaines lourdes (chaines H) et de deux chaines
Iégéres (chaines L). Il existe cing types de chaines lourdes, gamma (y),
mu (u), alpha (a), delta (8) et epsilon (g) et deux types de chaines
légéres, kappa (x) et lambda (A). Des enzymes protéolytiques, la
papaine et la pepsine, brisent les chaines polypeptidiques a des
endroits spécifiques produisant soit deux Fab (pour fragment antigen-
binding) soit un F(ab’),. La fixation de I'antigéne se situe au niveau des
parties variables des chaines lourdes (V) et des chaines légéres (V.).

(Adapté de http://probes.invitrogen.com/handbook/boxes/0439.html).
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La reconnaissance des antigénes par les anticorps est bien
caractérisée [132] de méme que le cristal du complexe antigéne-
anticorps a été déterminé par le groupe Amit et al en utilisant un
lysozyme comme antigéne et le fragment Fab de I'anticorps [133]. Le
répertoire des anticorps produits par le systétme immunitaire en réponse
a un antigéne est dit polyclonal. La réponse humorale polyclonale
résulte de la production d’anticorps sécrétés par plusieurs clones
différents de cellules B ayant subit une recombinaison somatique propre
a chacun. Ainsi les anticorps sont une forme de défense efficace contre
les pathogenes. Les anticorps sont hétérogénes dans leur spécificité,
leurs isotypes, leur titre et leur affinité pour leur épitope. Etant donné la
diversité des anticorps sécrétés dans la réponse polyclonale, il est
difficile d’obtenir deux antisérums polyclonaux identiques lorsque I'on
immunise deux souris différentes avec le méme antigéne. Ainsi, la
quantité d’anticorps produite et leur qualité varient d’'un animal a I'autre
et méme chez le méme animal a des moments différents. La découverte
de technologies telles que la technique d’anticorps monoclonaux (AcM)
a révolutionnée le monde des anticorps. En effet, comparativement aux
anticorps polyclonaux plusieurs avantages caractérisent les AcM. Les
anticorps monoclonaux sont issus d'un méme clone et sont donc
spécifiques a un méme épitope pour lequel ils ont une affinité
déterminée. Ainsi, si I'on obtient 'AcM souhaité, celui-ci pourra étre
extrémement spécifique pour 'immunogeéne visé et, dans des conditions
appropriées, on pourra créer un produit de qualité constante en quantité
presque illimité. Les anticorps monoclonaux sont des anticorps qui ont
une seule spécificité choisie et qui sont habituellement sécrétés de

facon continue par des hybridomes rendus immortels.
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Le principe de base des hybridomes est de réunir en une seule
cellule d'une part 'aptitude a produire un anticorps d’'une spécificité
donnée et d'autre part la capacité de proliférer a linfini de fagon a
aboutir a une production massive de cet anticorps. La fusion entre un
lymphocyte B apportant la spécificité et une cellule de myélome en
proliféeration permanente permet la production massive de molécules

d’anticorps toutes identiques c’est-a-dire monoclonales (Figure 1.11).

La technique des hybridomes a été mise au point par Georges
J.F. Kéhler et César Milstein et leur a valu le prix Nobel de médecine en
1984. Cet outil a eu des répercussions considérables sur les méthodes
diagnostiques et les thérapies ainsi que sur 'ensemble de la recherche
biomédicale. C'est en 1975 que Kéhler et Milstein produisent pour la
premiére fois un hybridome qui sécrete des AcM anti-GRM (globules
rouges de mouton). Pour cela, ils mélangérent in vitro des splénocytes
de souris anti-GRM avec une lignée de myélome de souris et réalisérent
la fusion entre ces deux cellules grace a une préparation de virus
Sendai inactivés [134]. lls venaient donc de concevoir un outil fabuleux
qui allait apporter énormément, tant sur le plan de la recherche
fondamentale que sur le plan de la médecine clinique. Pour saisir
I'importance de ce nouvel outil, il faut comprendre qu'avant la mise au
point de la technique des hybridomes, on ne pouvait obtenir que des

mélanges d’'anticorps pratiqguement impossibles a purifier.
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Figure 1.11 Technique d’obtention d’un hybridome producteur
d’anticorps monoclonal. Aprés l'immunisation d’'une souris contre un
antigéne, la rate est prélevée. Puis, on fusionne les cellules B
contenues dans la rate avec les cellules de myélome (HGPRT") a l'aide
de polyéthyléne glycol (PEG). Les hybridomes sont cultivés en milieu
HAT qui élimine les cellules non fusionnées. Les cellules hybrides sont
ensuite clonées pour obtenir un hybridome synthétisant un anticorps
monoclonal spécifique a l'antigéne injecté a la souris. (Adaptée de
http://encarta.msn.com/.../Producing_Monoclonal_Antibodies.html)
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Par rapport a la technique initiale, des améliorations ont été
apportées en introduisant comme facteur de fusion du polyéthyléne
glycol ou PEG (30 a 50%) ou un courant électrique (électrofusion) au
lieu du virus Sendai inactivé. De plus, la fusion peut s’effectuer entre
une cellule de myélome et un lymphocyte provenant de ganglions
lymphatiques. En effet, une étude récente publié en 2003 par Basalp et
Yucel affirme obtenir des concentrations plus élevées en anticorps
lorsque la fusion utilise des cellules ganglionnaires [135]. Suite a la
fusion cellulaire, une premiére sélection s’impose afin de pouvoir isoler
les cellules hybrides. Tout d’abord, I'élimination des cellules spléniques
se fait delle-méme. En effet, ces cellules ne se divisent pas
indéfiniment, et meurent rapidement au bout de 24 a 48 heures. Pour
éliminer les cellules immortelles non hybrides, on utilise une lignée
myélomateuse déficitaires en enzymes thymidine-kinase (TK) ou
hypoxanthine-guanine-phosphoribosyl-transférase (HGPRT). Ces
enzymes sont nécessaires a la synthése de I'ADN par la voie exogéne
habituellement utilisée. Dans une cellule normale, la synthése d'ADN se
fait soit par la voie exogéne a partir de I'hypoxanthine et de la thymidine,
soit par la voie endogéne de sauvegarde qui fait appel aux acides
aminées (A.A.) et aux sucres (Figure 1.12). Si I'on bloque la voie de
sauvetage en introduisant de I'aminoptérine dans le milieu, les cellules
myélomateuses non hybrides mourront n’ayant pas recours a la voie
exogene. Ainsi, il ne subsistera que les hybridomes utilisant la voie de
sauvegarde qui leur est accessible grace aux chromosomes provenant
des lymphocytes B normaux. Donc, aprés la fusion, on ajoute une
solution HAT (hypoxanthine, aminoptérine, thymidine) dans le milieu de
croissance. Dans ce milieu sélectif, seul les cellules hybrides survivent

grace a I'hypoxanthine et a la thymidine fournies par le milieu HAT.
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HAT.

Pour séparer les cellules du myélome de celles ayant fusionné, on

introduit de I'aminoptérine dans le milieu. Ainsi, on bloque la voie

endogéne ou de sauvegarde nécessaire a la synthése de 'ADN. Etant

dépourvues d'enzyme (HGPRT), les cellules myélomateuses sont

incapables de synthétiser de 'ADN par la voie exogéne habituelle. Les

lymphocytes B non fusionnés n’auront qu'une courte durée de vie, car

ces cellules meurent d’elles-mémes aprés quelques jours. (Adaptée de

http://nte-serveur.univ-lyon1.frimmuno/LePoly/AnneVI].html)
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Aprés avoir sélectionné les hybridomes dans le milieu HAT, on
sépare les cellules par dilution limite. Pour cela, on isole des cellules
individuelles par dilution, dans des puits d’'une plagque de microtitration,
de fagon a obtenir des populations cellulaires provenant d’'une seule
cellule hybride. Les anticorps produits par chaque clone sont alors dits
« monoclonaux ». Ces cellules sont cultivées et on récupére le
surnageant contenant les anticorps afin de tester leur capacité a
reconnaitre I'antigéne original. Les clones positifs sont mis en culture et
on pourra produire les anticorps monoclonaux en grande quantité dans
un milieu de culture ou bien dans une souris via une ascite. La
technique de production d'ascites fait appel au développement d'une
tumeur liquide du péritoine suite a linjection d’hybridomes [136]. On
préleve par la suite le liquide ascitique contenant les AcM [137].
Généralement, on obtient un volume entre 1-2 ml pour une souris et
une concentration d’AcM variant entre 1 et 28 mg/ml [138,139]. Malgré
la popularité de cette technique, celle-ci présente plusieurs
désavantages [140]. Tout d’abord, il faut veiller a une compatibilité du
systétme H-2 entre les hybridomes et la souris ou alors utiliser des
souris SCID (syndrome d'immunodéficience sévére combinée) ou nues
(nude). Les souries nues constituent une lignée de souris qui
génétiquement ne possédent ni thymus, ni poils. Le plus intéressant
avec ces types de souris, c'est qu'elles sont incapable de produire un
rejet immunitaire, de plus elles produisent moins d’anticorps murins non
spécifiques avec un rendement équivalent d’AcM spécifiques [141]. Par
contre, elles doivent étre élevées dans des conditions d’isolement
particulier pour éviter leur mort par des agents infectieux pathogéenes.
Ensuite, un autre désavantage provient du fait qu'il peut y avoir des
contaminations d’'immunoglobulines provenant de I'animal héte. Et
finalement, des restrictions reliées a I'éthique ont amené les chercheurs

a trouver de nouvelles méthodes de production [142]. Aujourd’hui, des
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alternatives réduisent ou éliminent I'utilisation d’animaux de laboratoire.
Tout d’abord, on peut obtenir jusqu’a 20 mg/ml d'anticorps en utilisant
un minifermenteur [137,143]. Mais, encore une fois, cette technique
comporte quelques désavantages non négligeables. En effet, di a la
complexité de la technique, aux risques de contaminations aux
mycoplasmes et aux colts relatifs aux investissements initiaux, elle est
plutét restreinte aux industries qu'aux laboratoires de recherche [144].
Finalement, I'utilisation d’'un systéme de flacon de culture & 2 chambres
s'avere étre le meilleur choix (Figure 1.13) [140,145]. Ainsi, on peut
obtenir entre 1-5 mg/ml d’anticorps comparativement a la méthode de
culture conventionnelle en flacon qui elle est plutét d’environ 0.1 mg/ml
[140,145].
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Figure 1.13 Production d’anticorps dans un flacon a 2
compartiments. Tout d’'abord, les cellules sont introduites dans le
flacon par le compartiment cellulaire (... millions de cellules dans 20 ml
de milieu de culture) ou elles sont emprisonnées dans une membrane
semi-perméable. Ensuite, le milieu de culture est ajouté par le
compartiment des nutriments. Ainsi, les anticorps produits par ces
cellules sont retenus dans un petit compartiment cellulaire (chambre de
culture) ol les nutriments provenant d'un second compartiment
(chambre d’approvisionnement des nutriments) passent au travers une
membrane semi-perméable. De plus, 'apport d’'oxygéne et de CO, aux
cellules est possible grace a une membrane perméable au gaz a
diffusion rapide contenu au fond du flacon.

(Adapté de http://www.bdbiosciences.com/.../celline_quick.pdf)
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Finalement, voici un survol des inconvénients et des limites de la
technique de production d’anticorps monoclonaux. Tout d'abord, I'étape
la plus limitante représente sans conteste celle de la fusion cellulaire.
Quoique favorisée par le PEG, il existe d'autres procédés de fusion
cellulaire tels que I'électrofusion qui dépolarise brievement les
membranes cellulaires. Deux autres aspects sont également limitants
dans cette technique. La stabilité en culture des hybrides obtenus et la
capacité des animaux a s’immuniser contre un antigéne donné. Une
bonne immunisation devra tenir compte de la forme, la quantité et de la
voie d'administration de I'antigéne ainsi que de I'utilisation d'adjuvant et
du choix de I'animal [146]. L'immunisation se fait principalement chez la
souris ou chez le rat et certaines lignées répondent mieux que d'autres.
On peut rendre un antigéne plus immunogéne en le couplant a des
protéines porteuses telles que de l'albumine sérique ou BSA (Bovine
Serum Albumine), de l'ovalbumine, ou du KLH (Keyhole Limpet
Hemocyanin). Par contre, souvent si 'immunogéne n'est pas assez
antigénique, la protéine porteuse peut entrer en compétition avec celui-
ci. En effet, il y aura développement d’'une réaction immunitaire dirigée
seulement vers la protéine porteuse au lieu de I'antigéne désiré [147].
L'utilisation d’adjuvant peu aussi stimuler la réponse immunitaire. Leur
emploi permet d'accroitre et de prolonger la production d’anticorps.
L'ajout d’adjuvant lors de l'immunisation est habituellement nécessaire
lorsqu’'on ne dispose que de peu d’antigenes ou lorsque la production
d’anticorps est faible [148]. L’adjuvant généralement utilisé est celui de
Freund [149]. Il s’agit d'une émulsion d’eau dans I'huile constituée
d’huile minérale et de monooléate de mannide [150]. Cela a pour effet
de retarder la diffusion de I'antigéne et d’augmenter ainsi la durée de
contact avec le systtme immunitaire. On parlera d’adjuvant complet de
Freund (ACF) lorsqu'il y a présence de mycobactéries Mycobacterium
tuberculosis tuées par chaleur. Les mycobactéries attirent les
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macrophages et d'autres cellules immunitaires au site d'injection et
amplifient ainsi la réponse immunitaire [148]. Toutefois, il faut savoir que
'ACF peut réagir fortement sur I'organisme de I'animal. En effet, I'huile
minérale ne peut étre métabolisée et les mycobactéries peuvent
provoquer des réactions granulomateuses intenses [148]. Il est a noter
qu’une concentration de mycobactéries en dessous de 0,1 mg/mi
provoque moins de réactions inflammatoires [151]. L'injection est faite
sous-cutanée en préparant au préalable le mélange adjuvant-antigéne.
On vortex l'adjuvant en y ajoutant un volume égale d'antigéne pour
former une émulsion. Néanmoins cette premiére injection n'est pas
suffisante pour augmenter significativement le taux d’anticorps et il faut
réaliser plusieurs rappels. Par contre, comme I'ACF induit une forte
reponse immunitaire, il est déconseillé de [utiliser pour les
immunisations subséquentes [146]. En effet, une stimulation trop forte
peut conduire a la mort de I'animal. A ce moment, il est préférable
d'utiliser soit I'antigéne seul soit I'adjuvant incomplet de Freund (AIF) qui
lui ne contient pas de mycobactéries. Malgré la venue d’autres
adjuvants, I'ACF reste I'adjuvant de choix pour induire efficacement une

réponse spécifique a I'antigéne [152].

En résumé les avantages de la technique développée par Kéhler
et Milstein sont 1) que chaque hybridome produit un seul type
d'anticorps issu de recombinaisons génomiques qui ont eu lieu au cours
du développement du lymphocyte B correspondant et 2) les anticorps
monoclonaux fixent quasi-exclusivement la molécule cible réduisant
considérablement les risques de réactions croisées. On obtient ainsi des
résultats d’analyses plus fiables comparativement aux anticorps
polyclonaux. De plus, la pureté des anticorps produits par ces cellules
hybrides permet de réaliser des études cristallographiques et

génétiques. En théorie, ces cellules peuvent produire indéfiniment leurs
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anticorps. Les cellules productrices peuvent étre conservées aisément

dans l'azote liquide et remises en culture au besoin.

1.8 Objectifs et hypothéses de travail

Jusqu'a maintenant, aucunes études n'ont réussi a élucider
complétement le role de HLA-DO dans la présentation antigénique.
C’est pourquoi il s’avére intéressant de développer des outils pour
mieux caractériser cette molécule. Par exemple, générer un anticorps
monoclonal spécifique a HLA-DO. En effet, il existe trés peu d’anticorps
monoclonal reconnaissant la molécule DO et tous sont dirigés contre la
chaine B. En effet, comme la molécule est instable seule on doit injecter
les complexes DM-DO pour produire un anticorps. Notre laboratoire a
démontré que DM se liait du coté latéral de la chaine o de la molécule
DO. Ceci expliquerait pourquoi les anticorps produits a l'aide de
complexe DM-DO sont tous dirigés vers la chaine B. L'utilisation de la
mutation aP11V confére a DO un repliement adéquat. Ainsi, notre
hypothése est que nous pensons qu'avec cette molécule stable, on
favoriserait 'obtention d’un anticorps dirigé contre la chaine a. Ce type
d’'anticorps pourrait répondre a plusieurs questionnements. Tout
d'abord, en comparant les séquences primaires des chaines a des
molécules classiques de classe Il et de la molécule DO, on remarque
qu’il y a beaucoup de similitudes. Ainsi, on pourrait vérifier avec un
anticorps dirigé contre la chaine o de DO si certains défauts de
présentation pourraient étre dus a un mauvais appariement entre une
chaine o de la molécule DO et une chaine B d’'une molécule classique
de classe ll. De plus, il serait intéressant d'utiliser cet anticorps pour
mieux caractériser les cellules dendritiques qui elles n’expriment pas de

HLA-DO mature, mais seulement la chaine a. Pour réaliser nos
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objectifs, nous avons produit des molécules solubles du CMH de classe
Il non-classiques, HLA-DO. Ainsi, suite a I'élimination des portions
transmembranaires et cytoplasmiques de la molécule recombinante,
HLA-DOoaP11V, nous avons utilisé un systéeme d’expression chez les
cellules de drosophiles pour obtenir des concentrations élevées de la
molécule soluble. Et finalement, nous avons utilisé ces molécules pour
immuniser des souris dans le but d'obtenir un hybridome produisant un

anticorps monoclonal dirigé contre la molécule HLA-DO.
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2.1 SUMMARY

Contrary to other antigen presenting cells (APC), B cells express a non-
classical MHC class Il molecule, HLA-DO (DO), which is implicated in
the modulation of antigen presentation. This molecule inhibits the
activity of HLA-DM (DM) and thus decreases the presentation of
exogenous peptides by the classical MHC class Il molecules. We have
employed Drosophila melanogaster Schneider S2 cells and an inducible
expression vector to produce on a large scale secreted soluble HLA-DO
molecules on a large scale. To express folded DO in the absence of
DM, the DOa chain was mutated at position aP11V. DOP11V molecule
presents a conformation and stability similar to the wild-type HLA-DO
when associated with HLA-DM. The o chain was histidine-tagged and
DO was purified by affinity chromatography. Yields of 1 mg/L were
obtained. Soluble DOP11V was injected into mice and a monoclonal
antibody (NBDO) was produced and characterized. These results
demonstrate the usefulness of the DOP11V mutant for the molecular
characterization of HLA-DO.
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2.2 RESUME

Contrairement aux autres cellules présentatrices de I'antigéne (CPA),
les cellules B expriment une molécule de CMH Il non-classique, HLA-
DO (DO) impliquée dans la modulation de la présentation antigénique.
Cette molécule inhibe l'activité de HLA-DM (DM) et diminue ainsi la
présentation de peptides exogenes par les molécules classiques de
classe Il. Nous avons utilisé des cellules Drosophila melanogaster
Schneider S2 et un vecteur d’'expression inductible pour produire de
grandes quantités sécrétées de la molécule HLA-DO. Toutefois, pour
exprimer la molécule DO en absence de DM, la chaine DOa a subit une
mutation en position aP11V. Cette molécule présente une conformation
et une stabilité semblables a DO sauvage lorsque cette derniére est
associée a DM. La chaine o contient un épitope histidines servant a la
purification des molécules DO par chromatographie d’affinité. Des
rendements de 1 mg/L ont été obtenus. DOP11V soluble a été injecté a
des souris et un anticorps monoclonal de a été obtenu (NBDO). Ces
résultats ont démontré I'utilité du mutant DOP11V pour la caractérisation
moléculaire de HLA-DO.
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2.3 INTRODUCTION

Antigen presentation via the classical major histocompatibility
complex (MHC) class Il molecules is essential for the activation of CD4*
T cells and antibody production. The op heterodimeric class II molecules
are synthesized in the endoplasmic reticulum (ER) where they associate
with the invariant chain (li) to form nonameric (apli); complexes. After
this association, the complexes are exported in specialized intracellular
compartments, called MIIC (MHC class Il compartments) via the Golgi
complex [1-5]. There, the li is gradually degraded by proteases leaving
the class Il peptide binding groove occupied by a remnant peptide, CLIP
(for class |l associated invariant chain peptide) [6-9]. In these
specialized compartments, the exchange of CLIP for an antigenic
peptide is catalyzed by a non-classical MHC class |l molecule, HLA-DM
(DM; H2-M in the mouse) [10]. Experiments with mice lacking functional
H2-M show a reduction of antigen presentation by the MHC class Il

molecules [11-13].

In B lymphocytes, HLA-DM function is modulated by yet another
non-classical MHC Il molecule HLA-DO [14-17]. HLA-DO (DO; H2-O in
mouse), is expressed mostly in B cells and in the thymic epithelium [18].
Like classical MHC class [I molecules, DO is a heterodimer formed by
two chains, DOa and DO [19-21]. After synthesis in the ER, DO usually
strongly associates with DM [22]. This association is essential for DO’s
conformational stability preventing its premature aggregation and
degradation [11,16,22], and allowing its succesfull egress from the ER
[22]. Indeed, both transmembrane and truncated soluble forms of DO
are unstable and only minor amounts exit the ER in absence of DM
[16,22]. Recently, we described a new mutation in the HLA-DOa chain
(P11V) allowing the HLA-DO heterodimer to recover a stable
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conformation without HLA-DM'’s help. This acquired stability allows the
mutant DO (DOP-V) to exit the ER without undergoing degradation [23].
Further biochemical analysis showed an acquired endoglycosidase H
(EndoH) resistance of the mutant heterodimer confirming its exit from
the ER through the Golgi. For it is in the Golgi that the simple EndoH
sensitive ER oligosaccharides are modified to form more complex
sugars. Moreover, DOP-V, as well as wild type (wt) DO, retained the
ability to inhibit CLIP exchange by HLA-DM resulting in an accumulation
of MHC II-CLIP complexes at the surface when expressed in CIITA
transfected HelLa cells. Finally, DOP-V could be expressed at the
surface of cells, contrary to the wtDO that is limited to intracellular

expression [16,22].

Here, we report that Drosophila S2 cells can be used to produce
correctly assembled soluble HLA-DO. The purified molecule was used
to immunize mice and generate B cell hybridomas. Then, DOP-V
expressing Hela cells were used to screen the positive hybridomas. We
also show that DOP11V can be used to produce correctly assembled of

heterodimers from Drosophila S2 cells.
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2.4 MATERIALS AND METHODS

2.4.1 Antibodies

The following monoclonal antibodies were used: Mags.DO5 recognizes
a conformational determinant of DO [24]; M2 is specific for the FLAG
epitope tag (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) and anti-Hisg specifically
recognizes an epitope of six consecutive histidine residues (Roche
Diagnostics, Laval, QC). As secondary antibody, the Alexa Fluor 488-
conjugated® goat anti-mouse IgG (H + L) (Molecular Probes, Eugene,

OR) was used.

2.4.2 Plasmids

The pCoHygro vector was obtained from Dr. R. Sékaly (University of
Montreal). pPRmHA-3DOa (containing the (His)s tag) and pPRmHA-3DOg
(containing the FLAG epitope tag) were provided by Dr. E. Mellins
(Stanford University). pPRmHA-3DOaP11V was generated by inserting
the fragment containing the mutation DOaP11V. First, the
pBudDOaP11V [23] was digested with Pst/ and the fragment was
cloned in Pstl site of pBlueScript vector (Stratagen, Austin, Texas).
After, the pBSDOaP11V was digested with Aatll-EcoRI and the
fragment was finally cloned into the Aatll-EcoRI sites of pPRmHA-3DOa
to generate pRmHA-3DOaP11V. All constructs were confirmed by

sequencing.

2.4.3 Cell lines

Schneider-2 (S2) Drosophila melanogaster cells (a gift from Dr. R.
Sékaly) [25] were cultured in Drosophila SFM (Invitrogen, San Diego,
CA) containing 10% FBS, 2 mM L-glutamine and antibiotic-antimycotic
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(Wisent Inc, St-Bruno, QC). Mouse myeloma cells P3X63Ag8.653
(ATCC: CRL-1580) were cultured in RPMI 1640 containing 10% FBS
(Wisent). HeLa and HelLa DOP11V cells have been described
previously [23]. HEK293T cells were obtained from E. Cohen (Universtiy
of Montreal) and were cultured in DMEM medium supplemented with
10% FBS.

2.4.4 Transfection, selection and expression of soluble HLA-DO

molecule

S2 cells (5 X 10°% were transfected by Cas(PO.), precipitation
(Invitrogen) with 19 pg of each DNA and 1 ng pCoHygro for drug
resistance. We added the selecting agent Hygromycin-B (Wisent) to the
culture medium 48 hours post transfection to a final concentration of 300
pg/mL. Adding 1 mM CuSO, for another 7 days of culture induced
expression of soluble DO and DOP-V molecules. Before induction, the
S2 cells were gradually adapted to growth in Drosophila SFM medium
without FBS.

2.4.5 Purification of soluble proteins

All steps were done at 4°C. The sDOP-V molecules were purified by
HisTrap HP agarose chromatography as described by the manufacturer
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England). Briefly, 1L of
culture supernatant was concentrated 50 times on an Amicon YM-30
membrane (Millipore, Billeca, MA) and dialyzed against 20 mM sodium
phosphate binding buffer, pH 7.4, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole. The
solution was filtered through a 0.22 um membrane before purification.
Proteins were applied to the column, washed with binding buffer and

eluted in 1 ml with binding buffer containing 200mM imidazole.
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2.4.6 Production and purification of MAbs

The immunization of mice was described previously [26]. Briefly, C3H
mice (Charles Rivers, St-Constant, QC) were immunized three times
s.c. at two-weeks intervals with 1 mg of sDOP-V mixed with equal
volume of the Complete Freund’s Adjuvant (CFA) (Sigma-Aldrich). CFA
is used for the initial injection only. P3X63Ag8.653 myeloma cells [28]
were used for fusion with splenocytes at the ratio 1 : 10 (1 myeloma cell
: 10 spleen cells) in 50% of polyethylene glycol 3000 Da (Sigma-Aldrich)
and selected in HAT medium (5 mM hypoxanthine, 20 uM aminopterine
and 0.8 pM thymidine) (Sigma-Aldrich). Culture supernatants from the
hybridoma cells were screened by flow cytometry using DOP-V
expressing Hela cells. One hybridoma secreted a mAb that recognized
DO and was cloned by limiting dilution. This clone was expanded and
supernatant was precipitated overnight at 4°C in ammonium sulfate
(NH4).S0O,4 at 50% saturation. After centrifugation the pellet was
dissolved in 5 mL H,O and dialysed three times against PBS overnight
at 4°C. The antibody was purified by immunoaffinity chromatography on
goat anti-mouse agarose column (Sigma-Aldrich). The column is
equilibrated with 10 column volumes of PBS. The sample solution to be
bound is applied slowly and followed by 5-10 column volumes of PBS.
Fractions containing antibody are eluted with 2-5 column volumes of 0.1
M glycine, 0.15 M NaCl, pH 2.4. Before, elution collection tubes were
prepared by adding 50 ul 1 M Tris-HCI, pH 9 per ml of fraction to be
collected. This is to prevent denaturation of the antibody.
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2.4.7 Western blot, silver staining and immunoprecipitation

Drosophila S2 cells (1 X 107) were washed with PBS and lysed at 4°C
for 30 min in lysis buffer (20 mM Tris, pH 7.8 and 150 mM NaCl)
containing 1% lIgepal® CA-630 (Nonidet P-40). One half of each of the
samples was boiled for 5 min under reducing or non-reducing conditions
and analyzed in 10% SDS-PAGE. The other half was analyzed at room
temperature (without boiling) by SDS-PAGE in reducing or non-reducing
conditions. Proteins were transferred to hybond ECL membranes
(Amersham Biosciences) and blotted with anit-His6 antibodies
overnight. Peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (H + L) antibody
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) was used.
After washing, the membrane was developed by chemiluminescence
(Roche Diagnostics) on superRX Fujifilms. Alternatively, proteins were
separated by SDS-PAGE and visualized by silver staining [28]. First the
gel was fixed in 40 % ethanol and 10% acetic acid for 1 hour and then
for 1 hour in 30% ethanol, 6.8% (w/v) sodium acetate, 1 % (v/v)
glutaraldehyde and 0.25% (w/v) potassium thiosulfate. After washing
with distilled H,O (3 x 15 minutes), the gel was incubated with 0.2%
(wiv) AgNO3s and 0.025% formaldehyde for 30 minutes. Following a
short wash step to remove excess Ag:NO3, the gel was developed in
3% (w/v) KoCO3, 0.015% (v/v) formaldehyde, 0.004 mM Na,S,03;, and
stopped with 0.4 M Tris and 2% acetic acid.

Immunoprecipitations were performed overnight at 4°C using the
Mags.DO5 antibody bound to protein-G coupled-Sepharose 4B
(Amersham Biosciences) and samples were analyzed by Western
blotting.
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2.4.8 Flow cytometry

HeLa and HEK293T cells (5 X 10°) were washed and stained for the
presence of cell surface HLA-DO using MagsDO.5 or NBDO monoclonal
antibodies for 1 hour at 4 °C. For intracellular staining of S2 cells, we
used anti-His6 (HLA-DOa) and M2 antibodies (HLA-DOB). Drosophila
S2 cells (1 X 10°%) were first fixed with 4% (v/v) paraformaldehyde for 10
minutes and then treated with 50 mM NH4CI for 10 minutes. Cells were
permeabilized by incubation for 5 min with cold PBS containing 0,25%
(v/v) Triton X-100. We used a secondary goat anti-mouse IgG (H + L)
coupled to Alexa Fluor® 488 for both surface and intracellular staining.
Cells were analyzed on a FACS®calibbur (Becton Dickinson,

Mississauga, ON).
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2.5 RESULTS

2.5.1 Construction of expression vectors carrying truncated HLA-
DO genes

The fact that HLA-DO heterodimer is unstable [16,22] significantly
hinders its production in soluble form. Recently our group showed that a
mutation on the a. chain (P11V) stabilizes HLA-DO in the absence of DM
[23]. We used an expression system based on the drosophila S2 cells to
generate soluble wild type DO (sDO) and DOP-V (sDOP-V)
heterodimers. To generate a secreted form of HLA-DO, we used the
pRmMHA-3 expression vector under the control of the copper inducible
metallothionein promoter driving expression of recombinant proteins
[29]. The pRmMHA-3/DOa and pRmHA-3/DO plasmids containing the
truncated cDNA of HLA-DO o and B, were cotransfected along with
pCoHygro conferring resistance to hygromycine. In order to facilitate the
detection of each chain, we replaced the transmembrane and
cytoplasmic domains of DOa. and DO by His6 and FLAG epitope-tags,
respectively. To promote the association between the two soluble chains
and to increase the stability of the molecule, a leucine zipper (LZ) motif
was added in the 3’ region. A cleavage site (3C PCS) was added on
each chain to allow removal of the LZ domains. Finally, these vectors
code for an in-frame cysteine residue, which enables presumably
covalent attachment between the DOa and DOB chains through the
formation of a disulfide bridge. To produce the soluble sDOP-V
molecule, we used the pRmHA-3/DOa. plasmid (Fig. 1), and replaced

the 5’ sequence of DOa by a fragment coding for the mutated protein.
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2.5.2 Expression of sDO and sDOP-V heterodimers in Drosophila

melanogaster Schneider cells

We compared the expression of sDO and sDOP-V transfected in
Drosophila S2 cells. Stable lines were obtained after 1-2 weeks of
selection and expression of the proteins was measured after induction
with CuSO; for 5 days.

As a first assessment of the expression of DO, S2 cells were
permeabilized in Triton X-100 and were detected by flow cytometry
using the FLAG or DO specific mAbs (Fig. 2). The anti-FLAG M2
antibody determines the level of expression of the B chain and our
results show that the level of expression of the beta chain is much
higher in cells expressing sDOP-V (top panel of Fig. 2). Similar results
were obtained with the Mags.DO5 antibody that recognizes a
conformational determinant of HLA-DOp (Deshaies, Denzin, Thibodeau,
unpublished data) (bottom panel of Fig. 2). The fact that Mags.DO5
staining is strong on sDOP-V suggests that cells express high levels of
the DO« chain as well. Indeed, Mags.DO5 does not recognize free DO
chain (Diallo, Denzin, Thibodeau, unpublished data). These results may
suggest that either the sDO molecule is efficiently secreted or it is poorly
folded and rapidly degraded inside S2 cells. To distinguish between
these possibilities we performed immunoprecipitations of sDO from the
supernatant of S2 cells.

The immunoprecipitations with the antibody specific for
assembled HLA-DO, Mags.DOS5, indicated that sDOPV molecules were
assembled as off heterodimers. The Western blot analysis with anti-His
antibody showed presence of the alpha chain for only the sDOPV
immunoprecipitation (Fig. 3). These results confirm the earlier resuits
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obtained by flow cytometry (Fig. 2) suggesting that sDOP-V is more
efficiently produced and released than wild-type sDO. The fact that wild-
type sDO is not recognized by Mags.DO5 despite the presence of high
levels of B chains in permeabilized cells suggests that the a and B
chains associate inefficiently. These results demonstrate that sDOP-V is
in its appropriate native conformation both in the cells and in the

supernatant.

2.5.3 Conformation of soluble molecules

Cells producing the recombinant sDOP-V were adapted to a
serum-free medium for large-scale production in shaker bottles. After 7
days of induction with CuSOQO,, the supernatants were harvested,
concentrated and applied to an affinity column, which retains the
recombinant protein material through the 6xHis tag on alpha chain. The
proteins were eluted by increasing the imidazole concentration and the
concentration of proteins was on the order of 1 mg of sDOP-V per liter of
supernatant as determined by Bradford using a BSA standard (data not

shown).

To characterize the sDOP-V molecules, the eluted material was
analyzed by SDS-PAGE followed by silver staining as well as by
Western blotting (Fig. 4). Silver staining analysis demonstrated a
properly assembled aff sDOP-V heterodimer of about 80 kDa under
non-reducing conditions (N-R) (Fig. 4A). Under reducing conditions (R),
the sDOaP-V and sDOB are separated (Fig. 4A). The estimated
molecular weight of the o and B chains is 42 kDa and 37 kDa,
respectively. Similar results were obtained under boiled and unboiled
conditions, suggesting that the sDOP-V molecule does not fold into

SDS-resistant heterodimers. The presence of multiple contaminant
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bands show that the 1 mg/ml yield is probably an overestimate. The
results obtained by silver staining were confirmed with an analysis by
Western blotting in which we used an anti-His antibody to detect the a
chain (Fig. 4B). The presence of a free cysteine on the o chain may

cause nonspecific associations (arrow).

2.5.4 Purification of the NBDO mAb

In absence of DM, the transmembrane and the truncated soluble
forms of HLA-DO are unstable [16-17]. This can perhaps explain why
there are not many mAbs directed against HLA-DO [24,26]. Thus, we
used the purified sDOP-V molecule to immunize C3H mice three times.
After fusion we obtained many hybridomas but only one secreted an
antibody directed against HLA-DO. This mAb was called NBDO. The
specificity was defined by recognition of DOP-V-transfected HelLa and
293T by flow cytometry (Fig. 5). These results demonstrate that NBDO
is able to recognize HLA-DO.

2.5.5 The NBDO antibody consists exclusively of light chains
When trying to determine the isotype of the NBDO by

conventional ELISA methods, we were unable to obtain a positive signal
for any of the heavy chains or light chains (data not shown). Also, NBDO
could not be purified using protein G-sepharose. Since a goat anti-
mouse was used as secondary antibody for flow cytometry analyses, we
used GAM-coupled sepharose to purify the antibody. By comparing
NBDO with the antibody Mags.DO5 (IgG1, k) on SDS-PAGE, we
noticed that our antibody was unconventional, as it did not have heavy
chains (Fig. 6). By Silver staining under reducing (R) conditions, both

heavy and light chains of Mags.DO are clearly visible at about 58 kDa
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and 29 kDa, respectively (Fig. 6A). NBDO, on the other hand, runs as a
single band of about 27 kDa. Under non-reducing (N-R) conditions, most
of the Mags.DO5 is present as high molecular mass complex at over
180 kDa, while NBDO remains at about 25 kDa. To better characterize
the nature of NBDO, a similar gel was analysed by Western blotting
using a heavy chain specific GAM antibody (Fig. 6B). On Mags.DO5, the
GAM showed the presence of the heavy chain in reducing conditions.
The GAM slightly reacts with the light chain. On NBDO, a very strong
signal was seen at a size corresponding to the light chain. Interestingly,
in non-reducing conditions a second band at about 50 kDa was
observed. The 50 kDa band may represent light chain dimers. These
results suggest that NBDO antibody is not a conventional antibody, but

a dimer of light chains.
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2.7 FIGURES LEGENDS
Figure 1 Construction of pRmHA-3/DOP-V. We have generated

stable transfectants of Drosophila S2 cells secreting a soluble form of
wild-type DO (sDO) or DOP-V (sDOP-V) heterodimers. The
transmembrane and cytoplasmic domains of DOoa and DOf are
truncated and replaced with His6 and FLAG epitope tags, respectively.
A cleavage site (3C PCS) has been added to each chain as well as
AcidP1 and BaseP1 artificial leucine zipper (LZ) to help the association
between the two soluble chains. sDOP-V was produced by cloning

cDNAs. The presence of a free Cys residue is shown.

Figure 2 Expression of sDO and sDOP-V heterodimers in insect
cells. Intracellular staining was performed on permeabilized Drosophila
S2 cells stably transfected with sDO or sDOP-V and induced for 2 days
with CuSO,4. The expression levels of soluble molecules of HLA-DO
were analyzed by flow cytometry using anti-FLAG and Mags.DO5
followed by Alexa 488-conjugated goat antimouse IgG (H + L) (solid
line). Filled histograms represent the control fluorescence of cells
incubated with the secondary antibody only. Average values of
fluorescence are indicated at the top of each histogram.

Figure 3 Conformations of soluble molecules. Immunoprecipitation
analysis using Drosophila S2 cells lysed in 1% NP-40 or culture
supernatant was performed. Samples were analyzed by Western
blotting with the anti-His antibody recognizing the a chain of sDO or
sDOP-V. Immunoprecipitation with Mags.DO5 antibody shows
association of the aP11V with the p chain for the sDOP-V but not the wt

a chain in sDO. Mock tracks are non transfected S2 cells.
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Figure 4 Purification of sDOP-V. Complexes formed between sDOaP-
V and sDOB were purified by HisTrap HP agarose chromatography.
Purified proteins (10 pg) were loaded in each track. (A) Silver staining
analysis showed heterodimer complexes in non-reduced (N-R)
conditions for the samples that were either unboiled or boiled. (B)
Complex formation was detected by Western blotting using the anti-His
antibody. Arrow indicates possible non-specific associations through the

free cysteine at about 58 kDa.

Figure 5 Production of NBDO antibody. Purified sDOP-V from insect
cells (see fig. 4) was injected to C3H mice and one hybridoma (NBDO)
was obtained. Flow cytometry analysis was performed on stable Hela
DOPV and transient HEK293T transfected cells with NBDO and
Mags.DO5 antibodies supernatants. Filled histograms represent the
staining fluorescence of control cells incubated with the secondary

antibody alone (Alexa 488-conjugated goat antimouse IgG).

Figure 6 MAb NBDO is a light-chain dimer. After purification of NBDO
by immunoaffinity chromatography on GAM sepharose, the analysis of
Silver staining and Western blot revealed that NBDO is not a
conventional antibody. (A) Silver staining analysis demonstrated under
reducing (R) conditions that NBDO migrates as a single chain of about
27 kDa. Heavy and light chains of control antibody Mags.DOS are seen
at about 58 kDa and 29 kDa. Under non-reducing (N-R) conditions, light
chains dimer of the NBDO antibody are seen in addition to the
monomers. For the control Mags.DOS5, the IgG molecule is seen on the
top of the lane as a high molecular weight complex. (B) Western blotting
analysis confirms the production of the light chains dimer of the NBDO

antibody.
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2.8 DISCUSSION

Few antibodies directed at HLA-DO are available, reflecting its
strong conservation and instability. In order to be able to immunize mice
and produce anti-DO antibodies, earlier studies used DM-DO
complexes. The resulting antibody was found to be directed against the
B chain [16,22]). Our laboratory recently showed that the association
between DM and DO to form this complex is made through the lateral
side of DO’s o chain, probably masking this part of DO [23]. It was
speculated that this mode of interaction explains the lack of mAb against
DOa. Moreover, this study also showed that one mutation in position
P11V of the a chain restores an adequate folding of the molecule and is

efficiently expressed at the cell surface in absence of DM.

In the present study, we have used recombinant soluble DOP-V
molecules to produce a monoclonal antibody against HLA-DO. We
chose to generate sDOP-V in Drosophila melagaster Schneider cells
[25,29] because they had been successfully used to produce soluble
mouse and human MHC class | and Il molecules [30-32] and for
crystallographic analysis [33-35]. cDNAs were cloned into the polylinker
region of the pRmHa-3 vector under control of the metallothionein
promoter [29]. This promoter, once induced by copper, can produce 30-
100 times more mRNA. Moreover to facilitate association between the a
and B chains, we have used a leucine zipper [36,37]. Indeed, this
approach was used to produce soluble I-A molecules and DQ [38,39].
Promiscuous chain pairing by IA and HLA-DQ has demonstrated the
existence of mixed isotype molecules on B cell lines suggesting a low
affinity between homologous chains [40-42]. Because of the weak
affinity between the chains, the assembly and the transport of these
molecules can be much decreased compared to I-E/HLA-DR, for
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example [43,44]. Thus, it is possible to bypass weak affinity or stability
between o and B chains by using a leucine zipper motif [37,45]. This
approach was used to produce soluble HLA-DO molecules previously
[16].

In our hands, DO produced in this fashion could not be purified in
high amounts. Although the use of a leucine zipper motif increases the
association chances of both DO’s chains, it doesn't by itself suffice to
induce correct folding to insure egress of the molecules from the ER.
Indeed, the addition of this motif is insufficient to express the wild type
DO molecules (Fig. 2). However, the use of the DOP-V mutant greatly
increased the production of DO. These results show that the problem of
wt DOa and B association isn’t only a problem of affinity but a folding
problem that can be compensated either by adding HLA-DM as a
chaperone or by mutating the DOa’'s P11 to a Valine residue.
Immunoprecipitation of the sDOP-V reveals that the mutation restored
the adequate folding of the molecule (Fig. 3). Moreover, functional in
vitro peptide exchange assays show that sDOP-V successfully inhibits
the activity of HLA-DM (data not shown). After having the confirmation
that the molecule was well folded and functional, we immunized mice to

derive a monoclonal antibody specific to HLA-DO.

One particular hybridoma, NBDO, was obtained. However, NBDO
is not a conventional antibody but an Ig light chain dimer. Indeed, a
standard antibody is a tetrameric structure being composed of two
identical Ig heavy chains and two identical light chains. The variable
areas of the heavy and light chains contribute to the antigen specificity
[46,47]. The production of light chain dimers is possible when the
hybridoma is first made. Indeed, it contains a double load of
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chromosomes. As the cells divide, some of the extra chromosomes are
lost [48].

Not unusual, it was also found that human blood mononuclear
cells were secreting significant amounts of light chain Ig unassociated
with heavy chain [49]. The majority of the free light chains exist as
dimers by interchain disulfide bridges between cysteines at the last C-
terminal. These cysteines are normally involved in the interaction with
heavy chains [46]. Curiously, we have not been able to determine if the
light chain is of the x or A isotypes using commercial ELISA (not shown).
This may relate to the fact that the light chain seems of lower molecular
weight than the one of Mags.DO5. Maybe the produced light chain is
also truncated. Also, it would be necessary to pay attention to the
ammonium sulfate precipitation because we can loose proteins if it is not

well optimized.

Study of crystals of antigen-antibody complexes has shown that
the number and area of antigen contacts with light and heavy chain
residues is comparable [50]. However, the specificity of antigen binding
of heavy and light chains is not the same one [51]. For example, the
average binding constant of rabbit IgG to the hapten 2,4-dinitrophenyl
was 3 X 10 M, while the heavy chain dimers and the light chain was 6
X 10* M and 200-500 M™, respectively [52]. Nevertheless, another
study shows an association constant of 2.5 X 10° M for an Ig light

chain dimer with CD4 antigen specificity [53].

In conclusion, our results demonstrate the use of the aDOP-V
mutation for the production of soluble DO in insect cells. This allowed
the generation of a monoclonal antibody directed against molecule HLA-
DO. Finally, the availability of these large quantities of purified HLA-DO
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molecules should enable us to embark on X-ray crystallographic studies
in the near future.



2.9 ABBREVIATIONS

CLIP : class ll-associated invariant chain peptide
ER : endoplasmic reticulum

GAM : goat anti-mouse

lg : immunoglobulin

li : invariant chain

mADb : monoclonal antidody

MHC : major histocompatibility complex

sDO : soluble HLA-DO molecule

sDOP-V : soluble HLA-DOP-V molecule
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Depuis la découverte de son implication dans la présentation
antigénique, la molécule HLA-DO souléve de nombreuses questions
[91,100-102]. En effet, son role exact n'a pas encore été élucidé. Il
regne dans la littérature des contradictions concernant son activité
modulatrice sur HLA-DM. Ainsi, HLA-DO pourrait inhiber, favoriser ou
méme encore n'avoir aucune impact sur l'activité catalytique de DM
[91,100,101,103-105]. Par ailleurs, la molécule doit absolument
s'associer a DM pour son transport intracellulaire [89]. Cette contrainte
rend difficile les études touchant a cette molécule. En effet, DO est
instable, faiblement exprimée et reste confinée au réticulum
endoplasmique en absence de DM [89-91]. Donc, les études présentées
dans ce mémoire mettent I'accent sur la molécule DOP-V. En effet,
grace a la mutation en position aP11V, la molécule est repliée de fagon
adéquate et peut étre exprimée en absence de DM [107]. Ainsi, nous
avons utilisé ces propriétés afin de créer des outils pour mieux
caracteériser DO, tout d’abord en produisant la molécule sous une forme

soluble et ensuite en générant un anticorps monoclonal anti-DO.



80

5.1 Les molécules solubles

L'utilisation de molécules solubles peut se faire dans plusieurs
contextes. En effet, on utilise de plus en plus des multiméres de
molécule de HLA pour la détection de cellules T spécifiques a différents
antigénes dans des maladies auto-immunes ou des infections
[153,154]. Par exemple, le développement d’'un tétrameére de classe Il a
permis de pour détecter des cellules T réactives a un antigene
spécifique présenté par HLA-DQ dans I'Herpés de type 2 (VHS-2) [155].
Ou encore, on utilise frequemment les molécules solubles pour obtenir
la structure cristalline des molécules du CMH de classes | et I
[54,109,112]. Comme le cristal de la molécule HLA-DO n’existe toujours
pas et qu'avec la mutation aP11V il est possible d’obtenir une molécule
stable dans une conformation adéquate. Nous avons cru qu’il aurait été
possible de produire la structure cristalline de DO. Malheureusement, il
a été impossible d’'obtenir la structure en trois dimensions dues a des
probléemes d’agrégations de la molécule soluble lors du processus de
cristallisation par le laboratoire du Dr. Fremont (Washington University).
Nous avions aussi remarqué qu'il y avait possiblement des liaisons non
spécifiques lors de la purification des molécules sDOP-V (Chapitre 2,
figure 4B). Or, ces associations non spécifiques pourraient étre dues a
la présence d'une cystéine en amont du site de clivage 3C PCS
(Chapitre 2, figure 1). En effet, cet acide aminé posséde un atome de
soufre pouvant établir une liaison covalente sous forme de pont
disulfure avec une autre cystéine [156]. Ces ponts disulfure peuvent étre
réduit par I'ajout de B-mercaptoéthanol dans le tampon de lavage lors
de la purification. Toutefois, ce type de solution peut aussi dénaturer la
molécule sDOP-V. Alors, comme solution de rechange on peut ajouter
une concentration variant entre 0.1-1% de détergeant non-ionique tel

que du Triton X-100 ou Tween 20, sans tout fois excéder une
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concentration qui pourrait altérer la molécule. Par contre, cet ajout n’a
pas été fait, ce qui expliquerait la présence de protéines non spécifiques
dans les voies non réduites (N-R) de l'analyse d'immunobuvardage
aprés purification (Chapitre 2, figure 4B). En conséquence, il a été

impossible de produire la structure cristalline de DO.

Par la suite, une collaboration avec le laboratoire du Dr. Mellins
(Stanford University) nous a permis de confirmer que la molécule sDOP-
V était bien repliée. En effet, grace a des tests fonctionnels in vitro, il a
été démontré que sDOP-V pouvait inhiber l'activité catalytique de DM
(résultats non montrés). Finalement, nous avons utilisé ces molécules
solubles dans le but d'immuniser des souris et de générer des anticorps

spécifiques a la molécule HLA-DO.

Un dernier point important a mentionner est le fait que sDOP-V
est une protéine hétérodimérique. Ainsi, afin de favoriser I'association
entre les deux chaines, nous avons utilisé un motif de leucines a
fermeture éclair (ou « leucine zipper ») [157,158]. En effet, ce systéme
est fort utilisé lorsqu’une molécule est difficilement exprimable ou alors
pour aider I'association entre deux molécules distinctes. Par exemple,
cette technologie a été employée pour produire la molécule [-A
(équivalent humain, HLA-DQ) [120]. En effet, il existe une faible affinité
entre les chaines a et B des molécule I-A et DQ [159-161]. Ceci peut
s'expliquer par le fait que les chaines de I-A et DQ ont une facilité pour
s’appariées avec différents isotypes, ce qui en résulte par un transport
et un assemblage des molécules plus faible que les molécules I|-E et
HLA-DR, par exemple [160-163]. Ainsi, il est possible de favoriser
'association des chaines avec un motif de type « leucine zipper »
[158,164]. Donc, di a la ressemblance entre HLA-DO et HLA-DQ nous

avons utilisé cette approche pour favoriser I'assemblage de DO
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[85,165]. Mais, comme en témoignent les analyses par cytométrie en
flux et d'immunoprécipitation, le motif de leucines a fermeture éclair n'a
pas été suffisant pour permettre I'expression de la molécule sauvage
dans les cellules de drosophiles dans notre cas (Chapitre 2, figure 2 et
3). Ce qui suppose qu'il pourrait y avoir une production de la molécule
sDOP-V sans ce motif. Ainsi tel que mentionné ci-haut, cette mutation
sur la chaine o (P11V) permet la production d’'une molécule repliée de
facon adéquate. Cependant, il est important de mentionner que le
groupe de Karlsson [91] a réussi a produire la molécule DO sous sa
forme soluble en fusionnant les chaines aff avec le domaine Fc d'une
IgG1 humain. Ce qui suppose qu'il y ait eu un probléme d’expression
d'une des deux chaines de la molécule sDO. En effet, en absence de
DOa, la demi-vie de la chaine DOB diminue considérablement [91].
Donc, il aurait fallu doser le niveau d’ARN messager (ARNm) produit
pour comparer I'expression réelle de sDO versus sDOP-V.

Finalement, voici quelques recommandations a faire pour
améliorer notre systéme. Tout d'abord, éliminer la cystéine en amont du
site de clivage 3C PCS, qui produit des liaisons non-spécifiques et
provoque ainsi l'agrégation de la molécule. Et finalement, vue que la
molécule DOP-V est replié de fagon adéquate il n'est probablement pas
nécessaire d'y ajouter un motif de « leucine zipper ». Enfin, avec ces
modifications peut-étre qu'il serait plus facile de cristalliser la molécule
sDOP-V.
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5.2 Systeme d’expression chez les cellules de drosophile

La possibilité d'utiliser le systeme d’expression chez les cellules
de drosophile s’est avérée une option intéressante. Tout d’abord, la
production dans ces cellules permet I'obtention de quantité considérable
de matériel par rapport aux cellules de mammifére. En effet, lors de Ia
cristallisation de la molécule HLA-A2, plus de 200 L de culture de cellule
a été nécessaire pour obtenir de 3 a 4 mg [124] comparativement au
groupe de Mellins qui a obtenu plus de 4 mg de HLA-DM soluble dans
seulement un 1 L de surnageant provenant de cellules d'insectes [166].
De plus, une autre étude, utilisant une glycoprotéine impliquée dans le
transport du fer, la transferrine humaine (hTf), a démontré qu'il était
possible d’'atteindre une production pouvant aller jusqu'a 40,8 mg/L,
[167]. On obtient aussi une meilleure glycosylation des protéines
recombinantes produites chez les cellules de drosophile par rapport a
celles produites chez la levure ou dans un systéme bactérien [168]. La
glycosylation des molécules du CMH est essentiel, ainsi pour produire
ces molécules il est préférable d’utiliser une glycosylation semblable au
systeme humain [169]. Dans un méme ordre d'idées, I'utilisation des
cellules S2 permet d'assembler différents alleles du CMH. Tel que
mentionné précédemment, on peut ajouter un motif de « leucine
zipper » pour aider I'association d'alléles a faible affinités [112,120,129].
Autre point important a mentionner, ce systeme d’expression a fait ses
preuves depuis de nombreuses années. Plusieurs groupes de
recherche l'ont utilisé pour produire des molécules du CMH
[109,115,116,119]. C’est pourquoi nous avons opté pour l'utilisation de
ce systeme. Finalement, a l'aide du systéeme d’expression dans les
cellules de drosophile, il nous a été permis de produire de grande
quantité (1 mg/ml) de la molécule sDOP-V.



84

5.3 Production d’un anticorps monoclonal spécifique a
HLA-DO

Il existe trés peu d’anticorps monoclonaux dirigés contre la
molécule HLA-DO [170,171]. Ceci peut s'expliquer par la problématique
de produire la molécule en absence de DM [89-91]. Ainsi, 'une des
possibilités pour générer un anti-DO est d'utiliser des complexes DM-
DO. Par contre, jusqu’a maintenant, cette méthode a permis la
production d’anticorps dirigés contre la chaine B seulement [170]. Or,
notre laboratoire a démontré que la liaison entre DM et DO se produisait
du coté latéral et sur chaine DOa [107]. Donc, seule la chaine B est
exposée lors d'immunisation utilisant des complexes DM-DO. C'est
ainsi, que nous avons pensé qu’en utilisant la molécule sDOP-V nous
aurions pu obtenir un anticorps dirigé contre la chaine DOa. En effet,
nous avons bel et bien obtenu un AcM contre HLA-DO. Ainsi, suite au
criblage des hybridomes obtenus, un seul hybridome produisant des
anticorps reconnaissant la molécule HLA-DOP-V a la surface des
cellules HelLa et HEK293T transfectées a été trouvé (Chapitre 2, figure
5). Les ajouts des motifs de « leucine zipper », des épitopes 6xHis et
FLAG ainsi que les sites de coupures (3C PCS), remplacant les régions
transmembranaires et cytoplasmiques ont certainement contribuer a
produire des anticorps contre ces régions au lieu de la molécule DO en
tant que telle. Ceci peut probablement expliquer pourquoi nous n’avons
obtenue qu’un seul hybridome produisant des anticorps dirigés contre
HLA-DO. Ainsi, pour optimiser notre technique, il aurait fallu enlever
toutes les parties non-spécifiques de la molécule. Donc, en injectant les
molécules digérées a l'aide de la protéase spécifique au site de coupure
3C PCS (résultats non montrés) nous aurions augmenté nos chances

de générer plusieurs hybridomes produisant des AcM anti-DO.
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De plus, il fut impossible de déterminer l'isotype de cet AcM, tout
d’abord parce que celui ne posséde pas de chaines lourdes (Chapitre 2,
figure 6). En effet, un anticorps conventionnel est une structure
tétramérique se composant de deux chaines lourdes identiques et de
deux chaines légéres également identiques (Chapitre 1, figure 1.9).
Cette absence de chaine lourde pourrait s’expliquer par une délétion de
chromosome au moment de la premiére division suite a la fusion d'un

splénocyte et d’'une cellule de myélome [172,173].

Ainsi, cet anticorps c'est avéré a étre un dimére de chaines
légéres (Chapitre 2, figure 6). Par ailleurs, il a été démontré qu'il pouvait
y avoir sécrétion significative de chaines légéres non associées a des
chaines lourdes dans la circulation sanguine [174]. La majorité de ces
chaines legéres libres sont associées en diméres. Cette dimérisation
pourrait étre rendue possible suite a la formation de ponts disulfures
entre les cystéines de la portion C-terminale normalement impliquées
dans l'interaction avec les chaines lourdes [175]. Ce sont les parties
variables des chaines lourdes et [égéres qui sont responsables de la
spécificité de I'anticorps pour un antigéne donné [175,176]. Des études
portées sur la structure cristalline des complexes antigéne-anticorps ont
démontré que les points de contacts entre I'antigéne et les chaines
lourdes ou légéres étaient comparables [177]. Toutefois, la spécificité de
liaison entre I'Ag est les chaines lourdes ou légéres ne sont pas les
mémes [178]. Par exemple, la constante de liaison (M) moyenne pour
un IgG de lapin dirigé contre un hapténe, le 2,4-dinitrophényl, est de 3 X
10® M alors que pour les diméres de chaines lourdes et légéres, les
constantes se situaient a 6 X 10* M et 200-500 M, respectivement
[179]. Néanmoins, une autre étude montre qu'il peut y avoir une
constante de liaison de 2,5 X 10° M pour un dimére de chaines légéres

spécifique a CD4 [180]. Ainsi, toutes ces études confirment qu’un
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anticorps de dimére de chaines légéres peut étre aussi efficace que
n'importe quels anticorps complets. De plus une étude révele que
l'utilisation de ce type d'anticorps pourrait avoir des applications
thérapeutiques [181]. En effet, grace a leur petite taille, il leur est plus
facile possible de pénétrer dans certains tissus cancéreux [182].

Finalement, il est fort probable que ce dimére de chaines légéres
soit de type kappa (x), car chez la souris on retrouve plus de 95% de ce
type de chaines légéres [183]. Pour confirmer ceci, il faudra utiliser un
anticorps secondaire anti-x. De plus, il faudrait porter une attention
particuliere a la précipitation au sulfate d'ammonium. Car, si la plupart
des anticorps précipitent a une saturation de 50% de (NH4)>SO, il serait
préférable d’augmenter la concentration de (NH4),SO4 a 80% pour
mieux précipiter des diméres [184] ou sinon penser a utiliser la
production d’ascites. Pour terminer, il resterait aussi a trouver le
déterminant antigénique de cet anticorps. En effet, & 'aide de cellules
exprimant des molécules chimériques de DOa/DRp et DRo/DOS il serait
possible de déterminer si I'anticorps est dirigé contre la chaine a et/ou p
[107,185].
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Les objectifs de ce projet de maitrise se sont articulés
principalement autour de deux axes. Le premier concerne la production
de molécules DO solubles dans un systéme d’expression utilisant des
cellules de drosophile. Le second axe s'intéressait plutét a I'obtention

d'un anticorps monoclonal dirigé contre la molécule HLA-DO.

Tout d’'abord, la production de la molécule sDOP-V dans les
cellules de drosophile nous a permis de mieux caractériser cette
molécule. En effet, il a été possible de produire un hétérodimere ayant
un repliement adéquat permettant par exemple d’agir sur DM. Ainsi,
cette molécule pourrait étre utilisée dans différent contexte. Par
exemple, nous pourrions déterminer, par des tests fonctionnels in vitro,
s'il existe un niveau de saturation compléte qui inhiberait totalement
I'activité de DM. Aucunes études a ce jour n'ont démontré une inhibition
compléte de DM par HLA-DO.

Malheureusement, il fut impossible de produire la structure
cristalline de HLA-DO. En effet, la production en grande quantité ainsi
que l'obtention d'un cristal s’échelon sur une période de plusieurs mois
d’ajustement. Mais, il serait intéressant de faire quelques modifications
permettant une meilleure production de molécules solubles sans

agrégations pour obtenir un cristal de DO.

Finalement, nous avons obtenus un anticorps monoclonal contre
HLA-DO. Cet AcM pourra étre utilité pour la caractérisation molécule de
HLA-DO. Par contre, il faudrait recommencer peut-étre I'immunisation
avec quelques petites modifications au niveau de la production de la
molécule soluble pour obtenir plus d’hybridomes produisant des
anticorps dirigés contre la chaine a. En effet, il n'existe encore aucun

anticorps spécifique a cette chaine. Il serait intéressant d'avoir ce type
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d’'anticorps pour déceler si dans certaines circonstances s'il pourrait
avoir appariement entre la chaine DOa et la chaine  d'une molécule de

classe Il classique, par exemple.

En conclusion, ces outils permettront de mieux comprendre le
mécanisme d’action et le réle de HLA-DO dans la présentation

antigénique.
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