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SOMMAIRE

Les lymphocytes T sont les principaux effecteurs de I'immunité anti-virale a
médiation cellulaire. Les cellules T sont subdivisées en deux groupes selon leur
fonction effectrice: (a) les lymphocytes T CDS8”, dits cytotoxiques, tuent les cellules
infectées par un virus (b) les lymphocytes T CD4", dits auxiliaires, sécrétent des

cytokines qui modulent I’activité des cellules effectrices.

La reconnaissance de 1’antigéne, présenté par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe 11, par une cellule T CD4" est I’étape clef dans
I’initiation de la réponse immunitaire dite auxiliaire. Les protéines du CMH de
classe II sont des glycoprotéines exprimées a la surface des cellules présentatrices
d’antigénes (CPA). Les CPA présentent le peptide antigénique d’origine exogene
dans la poche constituée par les deux chaines a et f de la molécule de CMH de

classe II.

Il a été montré que les cellules T CD4" jouent un role primordial dans Iinitiation et
la régulation de la réaction immunitaire anti-virale: une mauvaise activation ou
1’absence d’activation des cellules T CD4" est 4 1’origine d’une persistance virale

dans I’organisme.

Afin de détecter, de caractériser et d’évaluer I’importance de la réponse
lymphocytaire T CD4" lors d’une infection virale, nous avons développé une
nouvelle technologie: les tétraméres de CMH de classe II. Les tétrameres sont
utilisés comme sonde permettant une analyse directe et trés précise des cellules T

CD4" spécifiques a un peptide par la technique de cytométrie en flux.

Les tétraméres de CMH de classe II générés dans cette étude sont des complexes
solubles formés par quatre molécules HLA-DR biotinylées sur la chaine o et sur

lesquelles sont fixés de fagon covalente, au niveau de la chaine B, différents



v

peptides. Les peptides choisis (HA306.318, TT330-843, P65-1009-023, P65-2488-501 €t [E1ogs-
102) ont tous la propriété de bien se lier aux molécules HLA-DR sélectionnées (HLA-
DR0101, -DR1501, -DR0301 et -DR0401). De plus, ils ont un pouvoir
immunogénique trés fort dans le contexte des ces quatre molécules de CMH de
classe II. 1l est important de noter que malgré le grand polymorphisme des molécules
HLA-DR, les all¢les sélectionnés nous permettent de couvrir 70% de la population

canadienne et environ 50% de la population mondiale.

La spécificité et la fonctionnalité de I’outil que nous avons produits ont été validées
par des expériences de coloration, avec le tétramére HLA-DRO101/HAj306.318, d’une
lignée cellulaire T CD4" spécifique au peptide HAs6.313 et restreinte par la molécule

HLA-DRO101.

Nos données prouvent la spécificité des tétrameres que nous avons produits et

soulignent I’importance du co-récepteur CD4 dans I’interaction tétrameére-TCR.

De telles molécules recombinantes sont un atout pour détecter et caractériser la
réponse immunitaire impliquant des cellules T CD4" mais on peut également
envisager de les utiliser dans le cadre d’études fonctionnelles, structurales ou pour

moduler la réponse immunitaire T CD4".
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INTRODUCTION

1. L’activation des lymphocytes T CD4"

L’activation d’une cellule T CD4" est initiée par ’interaction du récepteur des
cellules T (TCR) avec un complexe CMH/peptide présenté a la surface d’une cellule
présentatrice d’antigéne (CPA). D’autres protéines participent également a la
reconnaissance antigénique par la cellule T CD4": c’est le cas des molécules
d’adhésion, des molécules de co-stimulation (comme CD28) et du co-récepteur CD4.
Ces intéractions moléculaires sont critiques pour I’activation de la cellule T et donc

I’initiation et la régulation de la réponse immunitaire.

Les éveénements plus en aval sont la formation de la synapse immunologique,
I’activation de la cascade de signalisation par le complexe CD3 et 1’activation de la

transcription permettant la synthése de cytokines et la prolifération de la cellule T.
1.1. Formation du complexe TCR-CMH/peptide
1.1.1. Aspects biochimiques de I’interaction du TCR avec son ligand

Etudier Iinteraction TCR-CMH/peptide et en déterminer les constantes cinétiques a
été long et laborieux et ce pour deux raisons: (a) le TCR et le CMH sont deux
protéines membranaires qu’il a fallu produire sous forme soluble, (b) I’affinit¢ de
I’interaction TCR-CMH/peptide étant tres faible, seules de nouvelles technologies
comme la SPR (Surface Plasmon Resonance) ou BlAcore™ ont permis d’en

déterminer les parametres.

Un des systémes trés utilisé pour la détermination des parameétres cinétiques de
I’interaction du TCR avec le complexe CMH de classe II est I’hybridome T 2B4 qui
reconnait le peptide MCCgs.103 (Moth Cytochrome C) présenté dans le contexte de la



molécule de CMH de classe II I-E* (1-3). La lignée cellulaire T 5C.C7 posséde un
TCR similaire en séquence a celui des cellules 2B4: elle est également spécifique au
complexe [-E*/MCCgg.103 4,5).

Afin de déterminer les paramétres régissant ’interaction du TCR avec le complexe
CMH/peptide dans ce systéme, on a utilisé un panel de peptides altérés qui induisent,
chez la cellule T, des réponses biologiques différentes de celles induites par le
peptide agoniste comme, par exemple, un profil de cytokines modifié (6) ou
I’anergie (7). Une simple modification de la séquence en acides aminés d’un peptide,
agoniste pour le TCR, peut faire que ce peptide devienne capable d’inhiber la
réponse de la cellule T (peptide antagoniste) ou cause une activation partielle de la
cellule T (agoniste partiel) (8,9). Plus la nature de ’acide aminé substitué s’éloigne
de I’acide aminé d’origine, plus le peptide passe d’un phénotype d’agoniste partiel a
un phénotype d’antagoniste (9). Le peptide MCC(T102S) est muté au niveau d’un
des résisus de contact avec le TCR, ce qui réduit son pouvoir prolifératif d’environ
100 fois par rapport au peptide agoniste MCC. Il conserve cependant son potentiel
de provoquer [’acidification du milieu. En effet, lors des premiéres minutes
d’activation de la cellule T, il y a une production accrue de métabolites acides
comme le lactate: ¢’est donc un agoniste partiel (4). Le peptide MCC(T102G) est un
peptide antagoniste de I’hybridome 2B4: il empéche toute prolifération et, a
concentration élevée, toute acidification du milieu (4). Les peptides MCC(K99R) et
MCC(K99Q) n’induisent ni la prolifération des cellules 5C.C7 ni I’acidification du

milieu: ce sont aussi des peptides antagonistes (5).
Parametres cinétiques d’interaction protéine-ligand

A Téquilibre, il y a autant de complexes récepteur/ligand qui se forment que de

complexes récepteur/ligand qui se défont. Le kon et le ko de la réaction sont

équivalents.
kon (M-l S‘l)
—
R+L ~— RL Kp= Koe/Kon = R*L/RL (M)

Kofr (s™) tin =1/Kosr ()



La constante d affinité ou Kp (Tableau 1)

Contrairement aux cellules B, les lymphocytes T ont une faible affinité pour leur

ligand: le Kp de cette interaction est de 1’ordre de 107 & 10® M (10). L’une des

premiéres mesures de ’affinit¢é du TCR pour le complexe CMH-peptide a éte

realisée en compétitionant la liaison d’un anticorps anti-TCR sur le clone T 2B4

spécifique du complexe I-E¥/MCC par ce méme complexe sous forme soluble (1).

Le Kp obtenu est de I’ordre de 50 pM.

Cellule T  Peptide Type Kp  Ka Koge t,  Méthode  Réf.
oo (MsT) () ®
2B4 MCC/EX Agoniste fort 50 - - - Compl 1
2B4 MCC/E* Agoniste fort 30 - - - Comp?2 2
2B4 MCC/EX Agoniste fort 90 600 0.057 - BIA1 2
2B4  MCC/EK Agoniste fort 40 1600 0063 11 BIA2 3
2B4 PCC/E Agoniste 80 1105 0.09 8.0 BIA1l 2
2B4 MCC(T102S)/Ek Agoniste partiel 240 1500 0.36 2.0 BIA2 3
2B4  MCC(T102N)/EK  Agoniste partiel 320 1400 044 1.6  BIA2 3
2B4 MCC(K99R)/EX Antagoniste 500 9600 4.8 0.15 BIA2 3
2B4 MCC(T102G)/E¥  Antagoniste 1500 3400 5.1 0.14 BIA2 3
2B4 MCC(T102G)/E¥  Antagoniste 1050 - - - BIA3 3
2B4 MCC(K99Q)/E¥ Antagoniste faible 2100 - - - BIA3 3
2B4 MCC(K99Q)/Ek Antagoniste faible - - >5.1 - BIA2 3
5C.C7  MCC/E* Agoniste fort 50 - - - Compl 3

NB Compl,compétition avec un anti-TCR

Comp2, compétition avec un anti-TCR
BIA1, TCR fixé par groupement amine
BIA2, TCR fixé par cystéine

BIA3, CMH/peptide fixé par groupement amine

TABLEAU 1. Paramétres cinétiques de l'interaction du TCR avec son ligand: le

complexe CMH/peptide. Comparaison des cinétiques d’interaction du complexe -E*

présentant différents peptides (peptide agoniste, agoniste partiel et antagoniste) avec

le TCR 2B4.



L’avénement de la technique du BIAcore™ a permis de confirmer et d’affiner ces
mesures. Cette technique permet de mesurer D’affinité d’un récepteur pour son
ligand. Le principe est de fixer un des composants du complexe récepteur-ligand de
fagon covalente sur une membrane et de 1’exposer a un flux de ligand en solution.
Toute variation en concentration protéique est détectée par une méthode optique
appelée SPR (11). Matsui et al. ont confirmé par cette méthode que I’affinité¢ du
TCR 2B4 pour le complexe I-E¥/cytochrome est de I’ordre de 50uM (2).

La constante de dissociation ou K,y (Tableau 1)

Un des paramétres trés important dans la liaison du TCR au complexe CMH/peptide
est la constante de dissociation ou le K¢ elle est relativement rapide (0.5 a O.OOIS'I)
(10).

En utilisant différents types de peptides tels que des peptides agoniste, agoniste
partiel ou antagoniste et en travaillant avec le modele 2B4- I-E¥/cytochrome, Lyons
et al. ont constaté que I’augmentation du K correle avec une diminution de
Pactivité agoniste d’un peptide (3). En d’autres termes, des peptides agonistes
partiels ou antagonistes ont un Ky plus élevé que les peptides agonistes. Ils se
détachent donc du TCR de fagon prématurée ce qui ne permet pas a la cellule
d’atteindre un état d’activation complet. L’affinité du peptide antagoniste est de 10 a
50 fois inférieure a celle du peptide agoniste: cette baisse d’affinité est

principalement attribuable a I’augmentation du K.
La demi-vie ou t;, de I'interaction TCR-CMH/peptide (Tableau 1)

" La demi-vie représente le Ko du complexe TCR/peptide: en effet c’est I'inverse du
Kofr . Si le Koy augmente, la demi-vie diminue. Lyons et al. ont montré, dans la
méme étude, que le t,, refléte le pouvoir stimulatoire d’un peptide: un peptide
agoniste a une demi-vie de liaison au TCR plus longue (donc un Kt plus court) que

celle d’un peptide agoniste partiel ou antagoniste (4).



La constante d’association ou K,, (Tableau 1)

La constante d’association de I'interaction du TCR avec le complexe CMH/peptide
peut varier de lente (1000 M s™) 2 modérément rapide (200000 M s™) (10). Mais

elle reste tout de méme lente pour une interaction récepteur-ligand.
1.1.2. Mode¢le d’activation de la cellule T

Avant de présenter les différents modeles d’activation de la cellule T, il est important

de récapituler les caractéristiques propres de I’interaction TCR-CMH/peptide:

» (C’est une interaction de faible affinité (10”7 a 10 M) avec une constante de
dissociation plutot rapide (1, entre 2 et 30s) (10).

» On trouve entre 10* et 10° molécules de CMH de classe 1T & la surface d’une
cellule présentatrice d’antigénes. Seules 1% de ces molécules de CMH de classe
II sont chargées avec le peptide spécifique de la cellule. Mais seulement 10 a 100
complexes CMH/peptide sont nécéssaires pour initier ’activation d’une cellule T
CD4" (12,13).

» T’activation d’une cellule par un peptide agoniste ou un peptide antagoniste est
différente: elle est totale pour un peptide agoniste, alors qu’elle est nulle (voire
partielle a faible concentration) pour un peptide antagoniste (4,5,8,9). Un peptide
antagoniste differe essentiellement d’un agoniste au niveau du Kygret donc du tys.

» L’importance de ’oligomérisation du TCR lors de I’activation des cellules T a
été suggérée dans différentes études. Boniface et al. ont utilisé la technique des
tétrameéres de CMH de classe II pour voir si 1’état d’oligomérisation du complexe
CMH-peptide avait une importance pour I’activation des cellules T (Tableau 2).
IIs ont montré que plus le complexe CMH-peptide a un fort degré
d’oligomérisation, plus il a le pouvoir de stimuler les cellules T (I’activation de
la cellule T est évaluée par mesure du flux calcique intracellulaire, le calcium
étant un second messager important de la cascade de signalisation). Ceci
s’explique par un t, nettement plus élevé pour un complexe tétramérique que

pour un complexe monomérique. Il en est de méme pour un agoniste partiel qui



méme sous forme tétramérique active faiblement les cellules T (14). Cochran et

al. ont montré, en utilisant des complexes CMH/peptide solubles, qu’un dimeére

de CMH/peptide est nécéssaire et suffisant pour induire I’activation de la cellule

T, en loccurrence I’internalisation du complexe CD3 et I’apparition des

récepteurs CD69 et CD25. En effet un monomere CMH/peptide se liera au TCR

mais n’induira pas d’activation (15).

Cellule T Peptide Type tin Méthode Réf.
®
2B4 MCC EX Agoniste fort 11 BIA 2
2B4 MCC EX monomére Agoniste fort 14 BIA 13
2B4 MCC EX dimére Agoniste fort 204 BIA 13
2B4 MCC EX trimére Agoniste fort 1020 BIA 13
2B4 MCC EX tétramére Agoniste fort 1920 BIA 13
2B4 MCC(T102S) Ex Agoniste partiel 1.5 BIA 13
2B4 MCC(T102S) E* tétramére Agoniste partiel 144 BIA 13
% de cellules activées déterminé
Cellule T Peptide Type par mesure du flux calcique
enticre partiellement
5C.C7 MCC/APC Agoniste fort 90-95% 13
5C.C7 MCC(T102S)/APC Agoniste partiel 80-95% 13
5C.C7 MCC E¥ Agoniste fort 13
5C.C7 MCC E*monomére Agoniste fort 13
5C.C7 MCC Ekdimere Agoniste fort 13
5C.C7 MCC Ek tétramére Agoniste fort 77% 13
5C.C7 MCC(T102S) E* Agoniste partiel 13
5C.C7 MCC(T102S) Extétramére = Agoniste partiel 13

TABLEAU 2. Paramétres cinétiques et potentiel d’uactivation d’oligomeéres du

complexe de CMH de classe II L-EfMmcc.

Le “serial triggering model”

Un unique complexe CMH/peptide peut engager jusqu’a une centaine de TCR lors

de Dinteraction d’une cellule T avec une CPA (16-18). L’engagement du TCR



pendant un laps de temps suffisant amorce le début de la cascade de signalisation.
Puis le TCR engagé se dissocie du complexe de CMH de classe II et est internalisé.
La molécule de CMH de classe II libérée peut engager un nouveau TCR. Viola et al.
ont montré qu’une cellule T est activée quand un minimum de 8000 TCR sont
engagés par des complexes CMH/peptide (19). Ce modele est en accord avec le fait
que (a) quelques complexes CMH/peptide sont suffisants a induire ’activation de la
cellule T (b) I’interaction TCR-CMH/peptide soit de faible affinité et de K, rapide
ce qui permet & une molécule de CMH/peptide de se libérer rapidement pour pouvoir
aller engager un nouveau TCR (c) un peptide agoniste partiel ou antagoniste, qui a
un ty; trop bref, résulte en une activation partielle du TCR. Par contre, ce mode¢le est
basé sur la mesure de 'internalisation du TCR, parametre qui s’est révélé mauvais a
utiliser. En effet, deux études ont montré que le TCR pouvait &tre internalisé alors
qu’il n’a pas été engagé par un complexe CMH/peptide (20,21). Donc sur les 8000
TCR qui sont internalisés lors de I’activation de la cellule T, tous n’ont pas

forcément interagi avec le complexe CMH/peptide.
Le “kinetic model” de ['interaction du TCR avec le complexe CMH/peptide

Ce modeéle suggére qu’une faible différence dans I’affinité du TCR pour différents
ligands et donc dans la durée de I'interaction TCR-CMH/peptide se traduit par une
différence dans D’activation de la cellule T. Un peptide agoniste partiel ou
antagoniste, qui a un ty; légérement plus faible pour le TCR que le peptide agoniste,
stimule le TCR mais de fagon trop bréve pour maintenir la cascade de signalisation
et générer un signal complet.

Il existe plusieurs variantes de ce modéle:

- le “kinetic proofreading model’(22): Le signal transmis par le TCR s’atténue a
chaque étape de la cascade de signalisation. Il faut donc que le TCR interagisse
avec le complexe CMH/peptide un minimum de temps pour que le signal
progresse jusqu’a la fin de la cascade de signalisation.

- le “kinetic discrimination model ”(23): ¢’est un modele qui dépend fortement du

Ko du ligand pour son récepteur. Un ligand qui se lie suffisament longtemps a



son récepteur va induire un signal positif contrairement a un ligand qui se
décroche rapidement de son récepteur et qui induit un signal négatif. La réponse
de la cellule T dépend du ratio de signaux complets ou positifs qu’elle a re¢u par
rapport aux signaux incomplets ou négatifs.

- le “optimal dwell time/serial triggering model’(24): Kalergis ef al. ont montre
que lactivation d’une cellule T est efficace quand Dinteraction TCR-
CMH/peptide se déroule dans une fenétre de t;,; ni trop court (pour que le TCR
induise la cascade de signalisation), ni trop long (pour pouvoir engager
suffisament de TCR). Mais ce modele n’explique pas comment des peptides
altérés, qui ont des tj;, similaires au peptide agoniste, peuvent induire une

réponse totalement différente au niveau de la cellule T (25).

Le “receptor clustering/multimerization model”

Suite a D’interaction du TCR, les complexes TCR-CMH/peptide dimérisent (26) ou
oligomérisent (27,28). Cela crée une proximité des molécules impliquées dans la
signalisation via le complexe CD3. Ce modele est en contradiction avec le modele
de “serial triggering” qui propose que I’engagement du TCR a lieu a une faible

concentration en complexes CMH/peptide.

Une variante de ce modeéle est le “raft association model” qui suggere que les TCR
seraient concentrés au niveau de microdomaines riches en lipides ce qui favoriserait
leur oligomérisation (29,30). 11 a été montré que des molécules de CMH de classe 11
de lymphocytes B étaient également regroupées dans des microdomaines et que la
désorganisation de ces domaines est néfaste pour la présentation antigénique (31).
De plus certaines molécules impliquées dans la cascade de signalisation se
retrouvent également au niveau de ces microdomaines. Mais Baker ef al. n’ont pas
réussi a mettre en évidence l’oligomérisation du TCR bien qu’ils utilisent des
protéines solubles comme dans les études précédentes (26-28). Ils suggerent que
I’oligomérisation du TCR devrait étre étudiée sur des protéines membranaires et non

solubles (32).



Le “conformational change model”

Aprés la liaison d’un complexe CMH-peptide, le TCR subit des changements
conformationnels qui sont transmis, via le complexe CD3, a la machinerie de
signalisation intracellulaire. Ce modéle est contredit par plusieurs études qui n’ont
pas constaté de différences conformationnelles du TCR qu’il soit 1ié ou non a un
complexe CMH/peptide ou qu’il interagisse avec un peptide agoniste versus un

peptide antagoniste (33-35).
Le “occupancy model”

Le potentiel d’un ligand d’activer une cellule T dépend de son affinité pour le TCR
et de sa concentration. La dose de I’antigéne est en corrélation directe avec
I’importance de la réponse de la cellule T mais aussi avec la qualité de la réponse:
une cellule T activée avec une dose élevée d’antigéne a un profil de cytokines qui est
plus large que celui d’une cellule activée avec une faible dose d’antigéne (36,37).
Toutefois, on peut cependant se demander si I’importance de la dose de ’antigeéne
peut se définir comme un modele & part entiere ou si c’est un parametre qu’il

faudrait inclure dans tous les modeles de I’activation d’une cellule T.
1.2. La synapse immunologique: dynamique d’activation

L’activation d’une cellule T nécéssite I’interaction du TCR avec un complexe

CMH/peptide: la zone de contact entre la cellule T et la CPA est appelée synapse

immunologique. La synapse immunologique se forme en plusieurs étapes qu’il a été

possible de définir grice aux études faites sur des cellules vivantes par des

techniques de microscopie a fluorescence (Figure 1):

(a) Le premier événement dans la formation de la synapse immunologique est la
polarisation de la cellule T. Les cellules T circulant dans le sang périphérique
sont trés mobiles et ont une morphologie ronde (38). Lorsqu’elles sont amenées a

rencontrer l’antigéne au niveau des organes lymphoides secondaires, elles
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s’immobilisent et subissent des changements morphologiques (38,39). Les
chémokines présentes au site d’interaction de la cellule T et de la CPA induisent,
via les récepteurs a chémokines, la polymérisation de ’actine a un des poles de
la cellule T (40,41). Il y a alors une redistribution des molécules a la surface de la
cellule T: des glycoprotéines telles que CD43 et CD45 sont exclues de la synapse
immunologique (42-44). En effet ces protéines, dont la taille est de 50 nm, ne
permettraient pas I’interaction du TCR avec son ligand le complexe de CMH de
classe II (la taille du complexe TCR-CMH/peptide étant de 14nm) (45,46).

(b) A cause de la faible affinité du complexe CMH/peptide pour le TCR et malgre
I’accumulation de protéines de CMH de classe II au niveau de la synapse, 1l faut
que d’autres récepteurs tels que des intégrines (LFA-1 [leucocyte function-
associated antigen-1] et ICAM-1 [intercellular adhesion molecule]) et des
molécules de type immunoglobuline (CD2 et CD48) interviennent pour
maintenir une adhésion suffisante de la cellule T et de la CPA (47). Ces
récepteurs d’adhésion forment une couronne interne ou centrale appelée cSMAC
(central supramolecular activation clusters) (48). Le complexe LFA-1 et son
ligand ICAM-1 (40nm) initie I’adhésion de la cellule T et de la CPA. Le
complexe CD2/CD48 (14nm comme le complexe TCR-CMH/peptide) facilite la
formation d’une zone de contact trés étroit qui favorise I’interaction du TCR et
de son ligand, c’est-a-dire le complexe CMH/peptide. Tout ceci se passe en
quelques secondes (10-30s) (48). On retrouve également le co-récepteur CD4 et
la molécule de costimulation CD28 au niveau de la cSMAC (30,49,50).

(c) Lors des dix minutes suivantes, les molécules de CMH de classe II qui se sont
accumulées 2 la périphérie migrent vers le centre de la synapse. Les molécules
ICAM-1 et CD2 sont relocalisées au niveau de la pSMAC (peripheric
supramolecular activation clusters) (48). Il y a alors stabilisation de la synapse ce
qui permet 1’engagement du TCR par le complexe CMH/peptide.

(d) Il y a ensuite initiation de la cascade de signalisation via le complexe TCR/CD3.

(e) La synapse immunologique peut se maintenir pendant des heures et des heures
(48): son maintien est favorisé par le recrutement de nombreux microdomaines

riches en glycolipides. 11 a notamment été montré qu’il y a une forte
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(a) accumulation au niveau de ces microdomaines, suite a I’engagement du TCR,
des molécules impliquées dans 1’activation de la cellule T comme les protéines
CD4, CD28 et Ick (30,49-51).

(b) La synapse immunologique se fermine au bout de 24-48 heures (48). Pour une
cellule, la capacité de maintenir la synapse immunologique dépend du nombre de
molécules de CMH de classe II engagées et de 1’organisation de la synapse

(présence de microdomaines ou non...).

Interaction cellule Polarisation et agrégation Adhésion et
T/CPA TCR/CD4 stabilisation

Synapse

Molécules d adhésion
Intégrines

CD2/CD48

CDh4

TCR

Agrégats de TCR/CD4

FIGURE 1. Etapes de formation de la synapse immunologique. D’aprés Van der
Merwe et al. 2000. Seminars in Immunology. 12:5-21 (52).
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1.3. Signalisation via le complexe CD3

L’ interaction d’un TCR avec un complexe CMH/peptide va causer toute une série
d’événements activant la cascade de signalisation et menant ultimement a la
prolifération cellulaire, la production de cytokines voire méme a la mort cellulaire

(Figure 2).

M_ Microdomaine

CPA

Cal+

Co-stimulation

PI(4,5)P2
IP3 <—1—> DAG
Calcineurine

v

e Activation de la cascade intracellulaire et phosphorylation de protéines

e Expression des génes codant pour les cytokines et sécrétion de cytokines

e Différentiation et prolifération

FIGURE 2. Initiation de la cascade de signalisation apres engagement du TCR par le
complexe CMH/peptide. D’aprés Leo et Schraven. 2001. Curr. Opin. Immunol.
13:307-316 (53).

Alors que le TCR est chargé de la reconnaissance antigénique, c’est le complexe
CD3 qui est responsable de la signalisation. Le complexe CD3 est composé de cing

sous-unités: une chaine CD3-y, une chaine CD3-8, une chaine CD3-¢ et deux
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chaines CD3-¢ (54). Les chaines du complexe CD3 n’ont pas d’activité enzymatique

intrinséque. La signalisation se fait via des protéines tyrosine-kinase qui se lient aux

chaines du complexe CD3 sur des motifs consensus: les séquences ITAM

(Immunoréceptor Tyrosine-based Activation Motif) dont le motif consensus

Yxx(L/T)x .5 Yxx(L/I) est exprimé en un exemplaire sur le domaine cytoplasmique

des chaines CD3-y, -0, et -g et en trois exemplaires sur le domaine cytoplasmique

des chaines £ (55). Suite a I’engagement du TCR, les kinases p56"* (qui est associée
au co-récepteur CD4) et p59fyn sont recrutées et activées (56-58). Ces kinases sont
responsables de la phosphorylation des ITAM des chaines du complexe CD3

(58,59). Les ITAM phosphorylés recrutent des protéines contenant des motifs SH2

(src homology 2) qui sont impliquées dans les événements plus en aval dans la

cascade de signalisation: ¢’est la cas de la protéine ZAP-70 ({-associated protein-70)

(60). ZAP-70 est activée suite a sa phosphorylation par la protéine p56'* (61). La

kinase ZAP-70 active phosphoryle a son tour des substrats majeurs comme LAT

(linker for activation of cell) et SLP-76 (SH2-domain containing leucocyte protein)

et initie les événements clef de la cascade de signalisation (62,63):

- phosphorylation et activation de la phospholipase C gamma 1 (PLCyl) qui
hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) et génére les substrats
inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG) qui induisent,
respectivement, une élévation de la concentration intracellulaire en calcium et
Pactivation de la protéine kinase C (PKC). La hausse du calcium intracellulaire
active la phosphatase calcineurine qui déphosphoryle et active le facteur de
transcription NF-AT (nuclear factor of activated T cells). La PKC, quant a elle,
active le facteur de transcription NFkB (nuclear factor kB) (64).

- ZAP-70 active la GTPase Ras. Celle-ci induit une cascade de protéines kinase,
comme les MAPK (MAP kinase), qui aboutit a la production du facteur de
transcription AP-1 (65).

Les facteurs de transcription NF-AT, NFkB et AP-1 initient la transcription de génes

qui sont responsables de la différentiation et de la prolifération des cellules T (66).
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1.4. Le co-récepteur CD4

Le co-récepteur CD4 est exprimé a la surface des cellules T CD4" et permet de
distinguer ces cellules d’un autre sous-type de cellules T: les cellules T CDS". Le co-
récepteur CD4 interagit avec une région non-polymorphique de la protéine de CMH
de classe II et joue un rdle important dans le developpement et ’activation des
cellules T CD4" (67).

La molécule CD4 est une glycoprotéine de membrane de 55 kDa qui posse¢de quatre
domaines extracellulaires de type immunoglobuline (D1-D4). Les domaines D1 et
D2, situés en N-terminal, interagissent avec le domaine B2 de la molécule de CMH
de classe II (68-69) alors que les domaines D3 et D4 jouent un role dans la
dimérisation du co-récepteur CD4: la structure cristallographique du co-récepteur
CD4 a en effet montré I’existence de diméres a une forte concentration protéique
(70). Le domaine cytoplasmique de la protéine CD4 possede un motif cystéine qui
permet 1’association non covalente du co-récepteur CD4 et de la Protéine Tyrosine
Kinase (PTK) intracellulaire p56'* (71). La protéine p56' est impliquée dans
initiation de la cascade de signalisation aprés engagement du TCR (72). L’affinité
du co-récepteur CD4 pour son ligand est tres faible: elle est de I’ordre de 102 M.

Le co-recepteur CD4 pourrait avoir deux fonctions: (a) stabiliser ’interaction du
complexe TCR-CMH/peptide puisque le CD4 interagit avec le TCR et avec la
molécule de CMH classe II en des zones différentes (b) et/ou participer au
recrutement de protéines impliquées dans la cascade de signalisation du TCR telles
que la PTK p561°k, ce recrutement n’étant possible que quand le complexe TCR-
CMH/peptide est stable.

Des études récentes, utilisant des complexes CMH/peptide mutivalents, ont montré
que le co-récepteur CD4 ne contribue pas a la liaison du complexe CMH/peptide au
TCR (14,73,74). Le rdle que pouvait avoir le co-récepteur CD4 dans I’interaction
TCR-CMH/peptide agoniste versus TCR-CMH/peptide antagoniste a également été
étudié (75,76): le co-récepteur CD4 augmente la réponse de la cellule T dans le cas
d’un peptide agoniste et d’un peptide agoniste partiel mais pas dans le cas d’un

peptide antagoniste. Ces études semblent indiquer qu’une interaction stable TCR-
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CMH/peptide, induite par un peptide agoniste, est nécessaire pour le recrutement du
co-récepteur CD4. Ce ne serait donc pas le co-récepteur CD4 qui stabiliserait le
complexe TCR-CMH/peptide. De plus Boniface et al. ont montré que le CD4 était
critique pour les événenments précoces de I’activation d’une cellule T comme
I’acidification du milieu induite par un multimere CMH/peptide mais pas pour les

événements plus tardifs tel que le flux de calcium intracellulaire (14).

2. Le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I1

2.1. Organisation et polymorphisme

2.1.1. Organisation des génes du CMH de classe II

Le complexe majeur d’histocompatibilité humain est constitué d’une série de genes
trés polymorphes, tous situés sur le bras court du chromosome 6 (6p21.3). La région
se situant le plus prés du centromére correspond au locus des génes du CMH de
classe II. I existe trois isoformes de molécules de CMH de classe II exprimés sur les
CPA humaines: HLA-DP, -DQ et -DR. Cette région code également pour la
molécule HLA-DO et pour certaines des molécules impliquées dans 1’apprétement
des peptides (TAP, LMP, HLA-DM) (77).

Chacun des loci codant pour les molécules HLA-DQ et -DP contient deux genes: un
codant pour la chaine o [HLA-DQA1(20 alléles) et HLA-DPA1(18 alléles)] , ’autre
codant pour la chaine B [HLA-DQBI1(45 all¢les) et HLA-DPBI(88 alleles)].
L’organisation des génes HLA-DR est plus complexe: il existe un géne codant pour
la chaine oo [HLA-DRA (2 alléles)] et neuf génes codant pour la chaine B [HLA-
DRB1(238 alleles),-DRB2 (1 alléle), -DRB3 (28 alleles), -DRB4(9 all¢les), -DRBS
(14 alléles), -DRB6 (3 alleles), -DRB7(2 alleles),-DRB8 (1 allele), -DRB9 (1
allele)]. Parmi ces neuf geénes, seuls les génes HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4 et

-DRBS5 sont fonctionnels.
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Ces différents génes sont regroupés en cing haplotypes: chaque haplotype code pour
les génes DRB1 et DRA; certains haplotypes codent pour un autre géne fonctionnel.
Les haplotypes DR1 et DR8 codent pour un type unique de molécules HLA-DR
alors que les haplotypes DR51, DR52 et DR53 codent pour deux types de molécules
HLA-DR (Figure 3).

DR0101, 0103, 1001
(groupe DR1)

DR1501, 1601
(groupe DR51)

DRO301, 1101, 1201, 1301, 1401 DRBT DRB2 DRB3 DRB9 DRA

(groupe DR52)

DR0401, 0701, 0901

(groupe DR53)
DRO801 DRB1 DRA
(groupe DRS8) {
1
Geéne fonctionnel Gene non fonctionnel

FIGURE 3. Organisation génomique de la région HLA-DR du CMH de classe II
humain. Ce schéma représente le polymorphisme haplotypique de la région HLA-
DR. Le locus DR code pour une chaine o monomorphe et pour une chaine ou deux
chaines B suivant I’haplotype. Cette variabilité dans le nombre de loci DRB (ou
variation isotypique) peut induire I’expression de différentes molécules DR a la
surface de la cellule. Les génes exprimés sont indiqués en blanc et les pseudogénes

en gris.
2.1.2. Polymorphisme

Comme mentionné plus haut, les génes du CMH de classe II existent sous de tres

nombreuses formes alléliques . Les différences entre deux formes alléliques peuvent
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porter sur une vingtaine d’acides aminés. Ce sont les domaines ol et B1 (domaines
qui constituent la poche peptidique) qui sont les plus polymorphes: les différences
d’un allele a I’autre sont principalement localisées au fond de la poche peptidique et
sur les hélices a qui bordent cette poche. Pour la molécule HLA-DR, seule la chaine
B est polymorphe. En effet la chaine o est quasi monomorphe: il existe qu’un seul
résidu polymorphe (Leu/Val en position 217) situé au niveau du domaine

cytoplasmique et qui n’a donc aucune influence sur la liaison du peptide.
2.1.3. Nomenclature des alleles HLA

Pour les molécules de CMH de classe II DP et DQ, les chaines o et B étant
polymorphiques, il est nécessaire de préciser le locus et I’alléle de chacune des deux
chaines: par exemple HLA-DQ (A1*0501, B1*0201). Pour les molécules DR, seule
la chaine B est polymorphe, on ne nomme donc pas la chaine a; on écrira donc par

exemple HLA-DRB1*0302 (et non HLA-DR [A1*0101, B1*0302]).
2.2. Structure et fonction des molécules de CMH de classe 11
2.2.1. Structure

Les molécules de CMH de classe II sont des glycoproteines membranaires
hétérodimériques constituées d’une chaine o d’environ 33 kDa et d’une chaine f3
d’environ 29 kDa. Chacune des chaines o et P est formée d’un domaine
cytoplasmique court, d’une portion transmembranaire et de deux domaines
extracellulaires (respectivement ol/a2 et B1/B2) qui ont une structure similaire a
celle du domaine constant des immunoglobulines. Le domaine 1 est le plus
polymorphe. Les domaines a1 et 1 délimitent la poche ou vient se loger le peptide
antigénique. L’interaction entre les deux chaines se fait par 'intermédiaire de

liaisons non covalentes (Figure 4) (78).
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FIGURE 4. Structure d’'une molécule de CMH de classe II et de la poche peptidique.
La molécule de CMH de classe II est une glycoprotéine de membrane constituée
d’une chaine o et d’une chaine B. Les domaines al et B1 de chacune des deux
chaines délimitent la poche peptidiqﬁe. Tiré de Peter Hjelmstrdm

(http://depts.washington.edu/rhwlab/dq/3structure.html).
2.2.2. Stabilité SDS

Les molécules de CMH de classe II peuvent adopter deux conformations différentes
qui peuvent étre distinguées par leur stabilité en gel SDS dans des conditions non
dénaturantes: la forme compacte migre & une hauteur de 56 kDa alors que la forme
relaxée migre a la hauteur de 65 kDa. La forme relaxée résulte de la dénaturation
partielle de la forme compacte, celle-ci correspondant a la molécule de CMH de
classe II qui est correctement repliée et ceci grace a la liaison du peptide dans la
poche peptidique. Si la molécule de CMH de classe II apparait sous la forme
compacte, c’est qu’il y a un peptide dans la poche peptidique. Cependant la liaison
du peptide sur la molécule de CMH de classe II ne lui assure pas toujours d’étre SDS
stable (79,80). Dans le cas de la molécule HLA-DRO101 et du peptide HA3p6.318, une
mutation dans la poche d’ancrage P1 peut abolir la stabilit¢ SDS. En effet, ce

complexe n’est SDS stable que lorsque la poche P1 hydrophobe est occupée par un
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acide aminé aromatique (Trp, Phe, Tyr) ou un acide aminé aliphatique (Met, Ile, Val,

Leu) (81).

2.2.3. Dimérisation

La structure cristallographique de la molécule HLA-DR1 a montré que les molécules

de CMH de classe II existent sous forme de dimeéres de dimeres aussi appelés

superdimeéres (82). D’autres études suggerent 1’existence de tels superdimeres:

Les structures cristallographiques des récepteurs impliqués dans la
reconnaissance antigénique, comme le domaine Vo du TCR (83) et le co-
récepteur CD4 (70), ont révélé des associations homodimériques.

Des mutations au niveau des résidus situés dans I’interface d’interaction de deux
molécules de CMH de classe II inhibent la présentation antigénique (84,85).
Isolation de molécules HLA-DR de 120 kDa, correspondant a la forme
superdimérique de la molécule de CMH de classe II, par immunoprécipitation et
western blot (86).

Détection de superdiméres HLA-DR par “single particle fluorescent imaging”
(87).

Un complexe CMH/peptide monomériqﬁe se lie au TCR mais n’induit pas

’activation de la cellule T alors que la forme dimérique en est capable (14,15).

L’interaction d’un dimére de TCR avec un dimére de CMH de classe II augmenterait

Pavidité de la liaison TCR-CMH/peptide et par conséquent permettrait une

activation totale déclenchant la cascade de signalisation. On ignore encore si la

formation de ces superdiméres a lieu apres engagement du TCR ou bien s’ils existent

de fagon naturelle a la surface des cellules.

2.2.4. Localisation, nombre de molécules exprimées

Localisation

Les molécules de CMH de classe II sont exprimées seulement sur les CPA au sens

strict (lymphocytes B, macrophages/monocytes et cellules dendritiques) et sur les
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cellules T activées. Leur expression est modulée, entre autres, par 1’interféron-y

(IFN-y) et le TNF-a (88).

Nombre de molécules exprimées par cellules

La transmission des génes du CMH se fait selon la loi de la génétique classique, les
génes, codant pour un haplotype, étant transmis en bloc. L’expression étant co-
dominante, un individu hétérozygote exprime a la fois les molécules codées par
’haplotype maternel et I’haplotype paternel. Il peut donc avoir jusqu’a 8 molécules
‘de CMH de classe II différentes: deux molécules DQ, deux molécules DP et quatre
molécules DR.

Une cellule B exprime a sa surface environ 10*-10° molécules de CMH de classe 1

(12,13).
2.2.5. Apprétement et présentation des antigénes

Les chaines o et B de la molécule de CMH de classe II sont synthétisées et
s’assemblent dans le réticulum endoplasmique rugueux. Une fois la molécule de
CMH de classe II formée, la chaine invariante (Ii) bloque, temporairement, la poche
peptidique pour éviter que tout peptide puisse s’y fixer: il se forme alors un
complexe nonamérique (af3);liz (89). La chaine invariante a également comme rdle
de diriger le complexe CMH de classe II-1i vers le compartiment endosomal (90). La
chaine invariante est ensuite dégradée séquentiellement par des protéases comme les
cathepsines (91). Il reste alors sur la molécule de CMH de classe II des petits
fragments dérivés de la chaine invariante qui sont appelés CLIP (class II-associated
invariant chain peptides) (97). C’est la molécule HLA-DM, une molécule HLA non
classique et relativement polymorphe, qui s’assure d’éliminer les peptides CLIP de
la poche peptidique afin de la charger avec un peptide antigénique (92). En fait la
molécule HLA-DM agit comme une molécule chaperonne qui se fixe sur le
complexe CMH de classe II-1i, complexe relativement instable, afin de le stabiliser.
HLA-DM ne se décroche de la molécule de CMH de classe 1T que lorsqu un peptide

s’y fixe, lui assurant ainsi une grande stabilité. La molécule HLA-DO s’associe a la
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molécule HLA-DM dans le réticulum endoplasmique et fonctionne comme un
inhibiteur de son activité (93). L’inhibition de ’activité de la molécule HLA-DM par
la molécule HLA-DO fnodule le répertoire antigénique en empéchant la présentation
de certains peptides et en favorisant la présentation d’autres peptides (94). Les
molécules de CMH de classe II stables sont alors transportées a la surface de la

cellule.
2.3. Interaction CMH de classe [I/peptide

Toutes les données qui vont étre présentées ici sont essentiellement basées sur les
molécules HLA-DR car elles sont tirées des structures cristallographiques des
molécules HLA-DR0101(82,95), HLA-DR1501(96), HLA-DR0301(97) et HLA-
DRO0401 (98).

2.3.1. Caractéristiques de la liaison du peptide au CMH de classe 11
2.3.1.1. Interactions spécifiques et non spécifiques

Les interactions du peptide dans la poche peptidique sont de deux types (95):

- Des interactions “non spécifiques” de type liaison hydrogene entre les résidus
non polymorphes de la molécule de CMH de classe II et la chaine principale du
peptide. Par exemple, il existe 15 liaisons hydrogene entre le peptide HA3¢6.315 €t
la molécule HLA-DRO101 dont douze impliquent des résidus conservés dans
toutes les molécules de CMH de classe II. Le fait que des liaisons hydrogenes
soient identiques d’une molécule HLA-DR a une autre induit une conformation
similaire pour tous les peptides logés dans la poche peptidique (Figure 5).

- Des interactions “spécifiques” entre les résidus polymorphes de la molécule de
CMH de classe II et les chaines larérales des résidus du peptide. Les résidus
polymorphes se situent principalement dans ce qui constitue le plancher et les

bords de la poche pepitdique (§2.3.1.5).
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FIGURE 5. Liaisons hydrogéne entre le peptide HAzp6.315 et la molécule HLA-
DRO0101. Vue 3D (A). Vue 2D (B). Tiré de Stern et al. 1994. Nature. 368:215-221
(95).

2.3.1.2. Poche peptidique, poches d’ancrage et résidus d’ancrage

La poche peptidique est formée par les domaines membranaires distaux a la fois de
la chaine o (domaine 1) et de la chaine B (domaine 1), chacun étant constitué
d’une hélice a et de quatre feuillets B (Figure 4). Les feuillets B de la chaine o et de
la chaine B constituent le plancher de la poche peptidique et les hélices o de chacune
des deux chaines en constituent les bords. La poche peptidique posséde neuf points

d’ancrage pour le peptide (P1-P9). Le sillon délimité par les deux hélices est, comme
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mentionné précédemment, ouvert en son extrémité. La poche peptidique peut donc
recevoir des peptides de longueur variable (typiquement entre 12 et 24 résidus).

Les poches d’ancrage sont au nombre de quatre. Elles acceptent un certain type d’
acides aminés et déterminent donc un motif peptidique spécifique et permettant la
fixation a la molécule de CMH de classe II.

Les résidus d’ancrage sont de trois types: (a) les résidus d’ancrage obligatoires,
comme dans le cas des molécules HLA-DR0O101 et -DR0401 ou la poche P1
n’accepte que des résidus aromatiques hydrophobes a défaut de quoi I’affinité de la
molécule de CMH de classe II pour le peptide est tres fortement diminuce, (b) les
résidus d’ancrage auxiliaires, qui ont plus un role dans le positionnement du peptide
dans le sillon peptidique mais dont la mutation affecte également la liaison du
peptide: c’est le cas pour la poche P4 de la molécule HLA-DRO101, (c) les résidus
d’ancrage qui reflétent les contraintes stériques de la poche d’ancrage : dans le cas
ou une alanine ou une glycine sont recommandées, un résidu avec une chaine
latérale encombrante diminuera I’affinité de la liaison du peptide au complexe CMH

de classe 1L
2.3.1.3. Taille et conformation du peptide

Taille du peptide:

La poche peptidique étant ouverte & chacune de ces deux extrémités, les peptides
pouvant se lier sur une molécule de CMH de classe II ont des longueurs variables
allant de 12 a 24 acides aminés. Par contre la région centrale du peptide,
interagissant spécifiquement avec la molécule de CMH de classe 1L, n’est toujours
composée que de neuf acides aminés (P1 & P9). Les régions flanquantes du peptide
sont trés importantes et ont une fonction non négligeable: (a) elles augmentent
’affinité de la molécule de CMH de classe II pour le peptide en formant des liaisons
hydrogéne avec la molécule de CMH de classe II (99,100), (b) elles induisent un
changement de conformation du peptide et du complexe CMH/peptide: le complexe
CMH/peptide peut adopter une forme compacte ou relaxée, différenciables en gel

SDS/PAGE, suivant les résidus qui le flanquent (101), (c) la région flanquante est
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également reconnue par le TCR (100), (d) enfin, les régions flanquantes protégent la
région centrale du peptide de la protéolyse. En effet, I’apprétement des peptides se
poursuit encore alors que le peptide est logé dans le sillon de la poche peptidique.
Les régions flanquantes sont dégradées par des exopeptidases ce qui explique que les
peptides naturellement apprétés aient des longueurs différentes. Le fait de retrouver
trés fréquemment une proline en position P-2 du peptide ainsi que de nombreuses
prolines dans la région flanquante située en C-terminal confirme la dégradation des
régions flanquantes par des éxopeptidases car les prolines sont connues pour en
bloquer Iactivité enzymatique (Figure 6) (99). Une autre étude a montré que ’on
retrouvait souvent des résidus basiques en C-terminal du peptide, ce qui favoriserait

son apprétement (102).

P-2 P-1 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 Plé P17
P P P P P P

FIGURE 6. Motif d 'apprétement des peptides ligands du CMH de classe 1.

Conformation du peptide:

Si on regarde la structure du peptide HA3p6.315 lié a la molécule HLA-DRO101, le
peptide a une structure “torsadée” ressemblant a une hélice polyproline de type II
(95-98). C’est une structure que ’on retrouve pour la plupart des peptides se fixant
sur les molécules HLA-DR. Dans tous les cas, les chaines latérales des résidus P1,
P4, P6, P7 et P9 sont enfoncées dans les poches d’ancrage de la poche peptidique,
alors que celles des résidus P-2, P-1, P2, P3, P5, P8, P10 et P11 sont exposées vers
extérieur de la poche peptidique (Figure 7). Les chaines latérales des résidus P-1,
P5 et P8 pointent bien en dehors du sillon peptidique vers le TCR (Figure 7). Si on
superpose la chaine principale de différents peptides ligands des molécules HLA-
DRO0101, -DR1501, -DR0301 et -DR0401, on s’aperg¢oit que leur structure sont tres
fortement superposables. Cette structure est quasiment identique pour les résidus P-2

4 P5 car les poches peptidiques sont pratiquement identiques a ce niveau 1a: en effet
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le seul résidu polymorphique est le n°86 et il se situe au fond de la poche P1. Le
reste de la chaine peptidique a une position plus ou moins haute ou enclavée dans le
sillon peptidique & cause du polymorphisme des poches P6, P7 et P9 (96,98): cette
différence, de ’ordre de 1 4 2 A, est minime. Etant donné que les peptides sont en
contact étroit avec la poche peptidique, du fait de la présence de liaisons hydrogene
entre les résidus non polymorphes de la molécule de CMH de classe 1I et la chaine
carbonée du peptide, ils ont une structure plutdt linéaire. La conformation du peptide
est essentielle dans la reconnaissance antigénique: il a été montré que la mutation du
peptide Hb (E73D)/I-E* au résidu d’ancrage P6 provoquait localement un
changement minime de conformation, notamment au niveau du résidu P8, ce qui a
pour conséquence d’altérer la reconnaissance par le TCR (103). D’autres études,
dans lesquelles certains résidus d’ancrage sont mutés, montrent également une

influence sur la réponse de la cellule T (104-106).

HLA-DRDR@1

FIGURE 7. Sites de liaison du peptide HA3p6.315 @ la molécule HLA-DRI. Les résidus
d’ancrage sont indiqués en gris foncé et les résidus pointant vers le TCR en gris
clair. D’apres Peter Hjelmstrom

(http://depts.washington.edu/rhwlab/dq/3structure.html).
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2.3.1.4. Universalité des peptides

Certains peptides sont capables d’interagir avec plusieurs alléles DR voire tous les
DR: c’est ce que I’on appelle le phénomeéne d’universalité. On définit des résidus
d’ancrage universels se situant dans la premiere moiti¢ du peptide (poche P1 et P4)
et des résidus d’ancrage allele-spécifiques dans la deuxieme moitié du peptide .
(poche P6, P7 et P9). Etant donné que la chaine o est invariante, les résidus
universels doivent plutét interagir avec des résidus de la chaine o alors que les
résidus alléle-spécifiques doivent plutdt interagir avec des résidus polymorphiques
de 1a chaine B (107). Le peptide HAj6.313 peut se fixer sur plusieurs molécules DR.
C’est la poche P1 qui détermine si le peptide va se fixer ou non: la poche P1 des
molécules DR0101 et DR0401 fixe la tyrosine 308 et donc le peptide HAz06.313 de la
méme maniére. Par contre la poche P1 de la molécule DR1501 fixe la valine 309.
Ceci est dii au polymorphisme glycine/valine en position 86 (108), la valine de la
chaine DRB1*1501 ne favorisant pas la fixation d’une tyrosine qui est beaucoup trop
encombrante. L’exemple le plus frappant d’universalité¢ est celui de la chaine
invariante (Ii): des peptides CLIP peuvent se lier dans la poche peptidique de a peu

prés toutes les molécules de CMH de classe 11

2.3.1.5. Motifs d’interaction et structure des poches d’ancrage de la

molécule HLA-DR (82, 95-98, 109-114) (Annexes 10,11 et 12)

- La spécificité de la poche d’ancrage P1 est déterminée par le polymorphisme
Glycine/Valine a la position 86. Quand ce résidu est une glycine (HLA-DRO0101
et -DR0401), la poche est plus large et favorise la liaison des chaines latérales de
résidus hydrophobes et/ou aromatiques comme par exemple la tyrosine ou la
phenylalanine. Si le résidu 86 est une valine (HLA-DR1501 et -DR0301), la
chaine latérale de la valine réduit la taille de la poche ce qui n’autorise plus que
la liaison de résidus & chaine aliphatique et prohibe celles de résidus

aromatiques. La poche P1 est une poche plut6t hydrophobe.
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- La poche d’ancrage P4, dans le cas des molécules HLA-DRO101 et HLA-
DRO0401, est constituée principalement par un acide aminé chargé positivement
comme la lysine (HLA-DR0401) ou I’arginine (HLA-DRO0101) ce qui interdit la
fixation d’acides aminés chargés positivement: un résidu aliphatique ou un résidu
chargé négativement sont donc favorisés. Pour la molécule HLA-DR1501, la
poche P4 est largement hydrophobe et accepte préférentiellement des résidus
aromatiques ou aliphatiques. Par contre elle ne fixera jamais un acide aspartique.
L’alanine 71 crée une poche profonde qui peut accueillir des acides aminés
comme la phénylalanine.

- La poche d’ancrage P6 est dépendante de I’encombrement stérique des acides
aminés qui la composent. Dans le cas de la molécule HLA-DRO101, des petits
résidus aliphatiques sont favorisés car les résidus monomorphiques qui
composent la poche sont une leucine et une proline. Dans le cas de la molécule
HLA-DRO301, vu que ce sont des sérines qui participent a la spécificité de la
poche, des résidus plus encombrants comme la lysine, I’arginine ou I’acide
glutamique sont favorisés. Pour la molécule HLA-DR1501, la poche P6 est une
poche polaire globalement chargée négativement malgré la présence d’une
arginine.

- La poche d’ancrage P9 est dépendante de la charge de ses résidus: si elle est
constituée de tryptophane et d’acide aspartique comme dans le cas des molécules
HLA-DRO101 et -DR1501 des résidus hydrophobes sont préférés. La présence
d’acide aspartique et d’acide glutamique (HLA-DRO301 et -DR0401) peut
autoriser, en plus des résidus hydrophobes, la fixation d’acides aminés chargés

positivement.
2.3.2. Conformation du complexe CMH/peptide.

Il a été montré que le peptide provoquait un changement de conformation de la
molécule de CMH de classe II. Quand le peptide se fixe, la molécule de CMH de
classe II passe d’une forme relaxée & une forme compacte. Ce changement de

conformation consiste en une condensation de la molécule de CMH de classe II
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autour du peptide. C’est principalement I’occupation de la poche P1 qui est
responsable de ce changement de conformation et de l’exposition des chaines
latérales du peptide vers le TCR. Une occupation partielle de la poche P1, provoque
un changement de conformation du peptide en entier ce qui a des conséquences sur
la reconnaisssance antigénique. La chaine carbonée du peptide entre les résidus P-1
et P2 joue également un rdle car ces résidus forment des liaisons hydrogéne avec des
acides aminés de la molécule de CMH de classe II connus comme étant importants

dans la stabilisation du complexe CMH/peptide (96, 115, 116).



INTRODUCTION AU TRAVAIL ET BUT DU PROJET

L’identification, la quantification et la caractérisation phénotypique et fonctionnelle
des cellules T spécifiques 4 un antigéne lors d’une infection virale sont essentielles a

la compréhension de la réponse immunitaire cellulaire.

La détection des cellules T spécifiques a un antigéne se fait traditionnellement par
des tests fonctionnels comme la mesure de ’activité cytolytique pour les cellules T
CDS8" et 1a mesure de la production d’interleukine 2 pour les cellules T CD4". 11
s’agit donc d’une détection indirecte. Afin d’augmenter la sensibilité de ces tests, il
est nécessaire de faire proliférer la population de cellules T d’intérét in vitro, pendant
7 4 10 jours, avant de mesurer Iactivité effectrice de ces cellules. Ceci implique
donc que les cellules survivent, se divisent et conservent leur fonction in vitro. De
plus il faut s’assurer que la méthode de stimulation est efficace et reproductible.

Le protocole standard utilisé pour estimer le nombre de cellules spécifiques d’un
virus, jusqu’a présent, était la méthode de dilution limite ou LDA (Limiting Dilution
Assay) (117). C’est une technique de microculture ou les lymphocytes subissent au
moins 10 cycles de réplication avant que 1’on mesure leur activité effectrice. Méme
si la stimulation a été optimale, cette technique ne permet de quantifier que les
cellules qui peuvent survivre et proliférer pendant deux semaines de culture. Or, une
stimulation prolongée de cellules déja activées peut induire leur apoptose par AICD
(Activated induced cell death). 11 a été clairement montré que 1’on sous-estimait le
nombre de cellules effectrices par cette méthode.

D’autres méthodes, basées sur I’induction de la production de cytokines, sont
utilisées pour mesurer la réponse lymphocytaire T spécifique d’un antigene. Ces
méthodes ne nécessitent pas la prolifération in vitro des lymphocytes T, mais sont
limitées par le fait que la production de cytokines est transitoire et qu’il existe des
sous-types cellulaires (Tcl/Tc2 pour les lymphocytes CDS8" et Th1/Th2 pour les
lymphocytes CD4") qui ne sécrétent pas les mémes cytokines.

Une des ces méthode est 'ELISPOT (Enzyme-Linked Immunospot assay): cette

technique permet de détecter, avec un anticorps anti-cytokine, les molecules
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sécrétées lors de Iactivation de cellules T. La coloration intracellulaire de cytokines,
faisant appel a la cytofluorométrie, permet de détecter les cytokines produites a
Pintérieur d’une cellule. Malgré certaines limites, ces deux techniques ont montre

qu’elles étaient relativement sensibles.

La détection directe des cellules T spécifiques a un antigene avec des tétraméres de
CMH a révolutionné la fagon d’analyser la réponse immunitaire anti-virale et a
permis de réévaluer ’ampleur de cette réponse.

Altman et al. ont été les premiers 4 générer des complexes tétramériques de CMH
(118). Les tétrameres sont un nouveau genre de réactifs utilisant le ligand naturel du
TCR, c’est-a-dire le complexe CMH-peptide, comme sonde pour détecter des
cellules T spécifiques d’un antigéne. Du fait de la faible affinité du complexe CMH-
peptide pour le TCR, il a été nécessaire de multimériser ce complexe afin d’en
accroitre 1’avidité pour les cellules T. Un tétrameére est un complexe soluble formé
de 4 monoméres de HLA/peptide. Une des chaines de la molécule de HLA est
biotinylée par I’enzyme BirA sur un résidu lysine contenu dans une séquence
consensus de 15 acides aminés. Une molécule de streptavidine couplée a un

fluorochrome peut lier quétre molécules de CMH biotinylées (Figure 8).

Différentes études ont montré que 1’utilisation de tétraméres de CMH permet une
analyse beaucoup plus fine et rapide que celle donnée par des techniques
conventionnelles (comme le LDA).

Altman et al. ont developpé des complexes tétramériques HLA-A2-Gag/Pol qui ont
permis de montrer qu’il y avait jusqu’a 2% de cellules T CD8" spécifiques de Gag et
Pol dans le sang périphérique de patients infectés par le VIH (Virus de
I’Immunodéficience Humaine) (118). Ce pourcentage est considérablement plus
important que celui qui avait été estimé par LDA (0.0005% a 0.025%). Dans une
infection SIV (Simian Immunodeficiency Virus) persistente, les cellules T CD8"
(détectées avec des tétrameéres de CMH de classe I) spécifiques a un épitope SIV
correspondent & 10% des cellules T CD8" du sang (119). Ogg et al., dans une étude

montrant que chez des patients infectés par le VIH le nombre de cellules spécifiques
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FIGURE 8. Représentation schématique de tétrameres de CMH de classe II (4) et de
CMH de classe I (B). (D’aprés Ahmed et Biron, Fundamental immunology,
quatrieéme édition, édité par W.E. Paul)

Les domaines solubles des molécules de CMH de classe I et de classe II sont
biotinylés par )l’enzyme BirA sur une séquence fusionnée a I’extrémité C-terminale
du domaine o3 pour le CMH de classe I et du domaine a2 pour le CMH de classe IL
Chaque monomére de CMH biotinylé @) et liant de fagon covalente un peptide
antigénique (@ est incubé avec de la streptavidine couplée a un fluorochrome, ceci a
un ratio molaire de 1:4 pour former des tétrameres. Ces tétraméres sont alors utilisés

en cytométrie en flux pour identifier les cellules T spécifiques d’un antigéne.

du VIH, et donc tétrameéres positives, était inversement proportionnel a la charge
virale, ont confirmé que 0.1 3 2 % des cellules CD8" sont spécifiques de HIV lors de
la phase chronique de la maladie (120). Le groupe de Ahmed a evalué la fréquence
de cellules T CD8" spécifiques de LCMV, avec des tétrameres de CMH de classe I,
a plus de 50% des cellules de la rate dans le cas d’une infection aigiie (121). Avant
’utilisation des tétraméres, on pensait que la majorité de cette expansion était die a
une activation non spécifique: les tétraméres ont montré que lors d’une infection
aigiie, 50 a 70% des cellules sont antigéne-spécifiques. Ces résultats ont été

confirmés par le groupe de Zinkernagel (122). Busch et al., dans le contexte d’une
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infection bactérienne avec Listeria monocytogenes, ont également constaté que ’on
sous-estimait le nombre de cellules T CD8" par la méthode de LDA mais que par
contre la cinétique et la durée de la réponse lymphocytaire T étaient correctes (123).

Crawford ef al. ont été les premiers a obtenir des tétrameres de CMH de classe 1I: ils
ont montré que I’on pouvait faire un lien entre la coloration avec les tétrameres et
’affinité du TCR pour le complexe CMH/peptide (74). Novak et al. ont produit des
tétraméres HLA-DR4 qui leur ont permis de déterminer la fréquence de cellules
spécifique du peptide HA dans le sang de personnes vaccinées (124). Kotzin et al.
ont montré avec des tétraméres HLA-DR4 que, dans le cadre de [Darthrite
rhumatoide, la plupart des cellules T CD4" présentes au niveau du cartilage ne sont

pas dirigées contre les épitopes dominants CII et HCgp39 (125).

Les tétraméres sont un outil qui a montré une spécificité et une sensibilité tres
importante et qui permet de détecter des cellules a tres basse fréquence. Cependant,
on peut envisager de nombreuses autres applications aux tétrameres de CMH de
classe I et de classe II. Tout comme ils permettent de détecter et d'énumérer des
cellules antigéne-spécifiques lors d’une infection virale, on peut quantifier et
analyser la réponse immunitaire contre des antigénes tumoraux, autoréactifs lors de
maladies autoimmunes et alloréactifs lors de rejets de greffe. Le fait que 1’on puisse
coupler cette détection avec une analyse multiparamétrique au FACS permet de
définir et de quantifier certains sous-types cellulaires, comme les cellules mémoires,
au sein d’une population. Couplé avec une coloration au CFSE, c’est une méthode
qui permet de mesurer le potentiel prolifératif de cellules suite a la reconnaissance
d’un antigéne. Les tétraméres peuvent également &tre utilisés pour trier des cellules
antigéne-spécifiques afin de les caractériser fonctionnellement et phénotypiquement:
en effet une population qui contient moins de 0.5% d’un sous-type cellulaire est
clairement a la limite de détection du FACS; il est donc possible d’enrichir la
population en utilisant des billes magnétiques captant les cellules tetrameres
positives. On peut enfin trier des populations de différentes affinités en se basant sur

I’intensité de leur coloration par les tétrameres.
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Le fait que I’on puisse aller stimuler de fagon antigéne-spécifique des cellules avec
des tétraméres va permettre de caractériser les signaux induits par différents peptides
tels que des peptides agonistes, agonistes partiels ou antagonistes. Il a en effet été
montré que ’on pouvait moduler la réponse antigéne-spécifique en anergisant des
cellules autoréactives par I’intermédiaire de tétrameres administrés in vivo (126).

Les tétraméres peuvent également servir a déterminer de nouveaux épitopes dans de
nombreuses pathologies: en utilisant des peptides chevauchant couvrant la séquence
de la protéine VP16 du virus HSV-2, Novak et al. ont identifié quatre nouveaux
épitopes HLA-DR0401 et deux HLA-DR0404 (127). On peut, enfin, imaginer

administrer des tétraméres in vivo pour des essais de vaccination.

Etant donné 1’importance toute particuliére de la réponse lymphocytaire T CD4" lors
d’infections virales, nous avons choisi de générer des tétrameres de CMH de classe
II pour analyser cette réponse dans des infections chroniques telles que le VIH et
VHC (Virus de I’hépatite C). De plus le fait de posséder une telle technologie est

vraiment un atout car les applications sont trés nombreuses.



CONSTRUCTION DE TETRAMERES DE CMH DE
CLASSE II HLA-DRO0101, -DR1501, -DR0301, -DR0401
LIANT DE FACON COVALENTE LE PEPTIDE
ANTIGENIQUE

Les tétrameéres de CMH de classe II sont, comme on vient de le voir, un outil
formidable pour la caractérisation de la réponse immunitaire a médiation cellulaire
ainsi que pour des études fonctionnelles et structurales. Nous avons donc décidé de
générer des tétrameéres de CMH de classe II afin de pouvoir étudier le role des
cellules T CD4" dans le contexte d’infections virales, de maladies autoimmunes, de
rejet de greffes et de cancers.

Le fait que la formation d’une molécule de CMH de classe II soluble nécéssite
interaction de trois composants, qui sont la chaine o, la chaine f et le peptide, rend
la formation de tétrameéres assez complexe. Nous avons donc choisi de produire,
dans un systéme eucaryote, des molécules HLA-DRO0101, -DR1501, -DR0O301 et
-DR0401 liant de fagon covalente le peptide antigénique (129).

Stratégie de clonage
Pour produire nos molécules de CMH de classe II solubles, les chaines DRa et DR

ont été sous-clonée dans le vecteur d’expression eucaryote pMT.

e Lachaine a

Le domaine extracellulaire de la chaine o est fusionné, en C-terminal, avec une
séquence substrat de I’enzyme BirA (128). La BirA est une enzyme d’E.Coli qui
ajoute une biotine sur un résidu lysine d’une séquence consensus de 13 acides
aminés. Plusieurs séquences ayant été décrites, nous avons choisi la séquence n’41,
cette séquence ayant déja été utilisée par Altman et al., pour produire des tétrameres
de CMH classe II (118).

e Lachaine
Le domaine extracellulaire de la chaine p lie de fagon covalente le peptide

antigénique par I'intermédiaire d’un linker fusionné en N-terminal (Figure 9). Le
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linker est un polypeptide de 15 acides aminés riche en glycine dont le motif est

(Glya-Ser)s (129).

HLA-DREO101 + HA (308-318)

Linker

Chaine f3

FIGURE 9. Structure de la molécule de CMH de classe II HLA-DRO0101 liant de
facon covalente le peptide HAsgs31s. Tiré de Fremont et al. 1996. Science.

272 :1001-1004 (129).

Des études antérieures ont montré que les peptides liés de fagon covalente sur la
molécule de classe II se fixent bien dans la poche peptidique et conservent leur
pouvoir d’étre reconnu par des cellules T spécifiques (74).

Nous avons également montré que le linker ne génait pas I’expression et la fonction
de nos molécules de CMH de classe II. Des cellules DAP-3 et Hela, transfectées par
la molécule HLA-DRO101/HA306.313 liant de fagon covalente le peptide HAszps.313,
expriment & leur surface des molécules HLA-DRO101, ces molécules ayant une
bonne conformation car elles sont détectées par I’anticorps 1243 (1243 reconnait un

épitope conformationnel de la molécule HLA-DR) (Données non montrées). On a



36

également observé la prolifération (mesurée par incorporation de [*H]thymidine)
d’une lignée HAO2 spécifique du peptide HAsp6.313 présenté dans le contexte HLA-
DRO0101 (Figure 10). Les CPA utilisées dans ce test étaient éoit des PBMC d’un
individu HLA-DRO101 chargées avec le peptide HA3p6315 (les mémes PBMC a
partir desquelles la lignée a été générée), soit les cellules DAP-3 et Hela transfectées
par la molécule HLA-DRO101/HAsp6.315 liant de fagon covalente le peptide
HA306.318, soit enfin des cellules DAP-3 et Hela transfectées par la molécule HLA-
DRO0101 vide chargées avec le peptide. Les cellules transfectées par notre
construction induisent la prolifération de la lignée HA02 de maniere plus importante
que les PBMC ou la molécule HLA-DRO101 vide chargées avec le peptide. En
conclusion, la séquence et la longueur du linker permettent de donner une bonne
conformation & la molécule de CMH de classe II et n’altérent donc pas 1’expression

et la fonction de nos molécules de CMH de classe II.

10000 7 [ Apc+T Lignée HAD2
9000 1
8000 1 Il APC + T Lignée HA02 + peptide
7000
6000 1
5000
4000
3000
2000 1
1000 1

cpm

PBL/DR1 DAP/DR1  DAP/DR1-HA  HelLa/DR1 Hela/DR1-HA

FIGURE 10. Fonctionnalité de la molécule HLA-DROI0I/HA3p6.3:8 liant de fagon
covalente le peptide HAjzp6.315. La lignée HAO2 est stimulée pendant 72 h avec des
CPA (PBL de type HLA-DRO101; DAP-3 et Hela transfectées par le complexe
HLA-DRO101/HA306.315 ou HLA-DRO0101 vide), a un ratio de 1:1, et ce avec ou sans
le peptide HA306.318 (1ptg/ml). L’incorporation de [*H]thymidine se fait dans les 16

derniéres heures de culture.

Ce systéme est trés avantageux car on obtient un rendement de molécules étant

chargées avec le peptide nettement plus élevé que dans la cas ol I’on utilise un
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peptide soluble qui est soumis & des dégradations cellulaires. De plus le peptide
antigénique faisant partie de la construction, les cofits de production sont diminués

puisqu’il n’est pas nécessaire d’utiliser des peptides de synthése extrémement chers.

e Flexibilité du vecteur.
Nous nous sommes assurés de cloner les chaines DRo et DRP de telle maniére que
I’on puisse par simple digestion cloner une autre chaine DR} ou bien cloner un autre
peptide. La chaine DR se change par une digestion unique Spe I/Stu I et le peptide
par digestion EcoR I/Mlu I (Figure 11). C’est donc un systéme extémement flexible
qui nous permet de générer toute une batterie de molécules HLA-DR en une seule

étape de clonage.

Systeme de production

Nous avons choisi de produire les molécules de CMH de classe II dans un systeme
eucaryote afin de faciliter la production et d’augmenter le rendement. En effet toutes
les étapes de la purification des protéines a partir des corps d’inclusion (agrégat de
protéines formés chez E.Coli) et de renaturation des protéines (consistant & dénaturer
et mixer les chaines o et B en les diluant dans un tampon contenant un exces de
peptide afin de leur donner une bonne conformation) sont évitées. De plus les
protéines produites dans un tel systéme sont modifiées post-traductionnellement et
sont donc plus fortement suceptibles d’étre actives que celles produites dans un

systéme bactérien.

Les cellules d’insectes Drosophila melanogaster Schneider 2 (cellules S2) sont
transfectées par le vecteur d’expression eucaryote pCV contenant notre construction.
Ce vecteur, modifié a partir du vecteur d’expression eucaryote pMT, est constitué :
e du geéne codant pour la GFP (Green Fluorescent Protein) qui est sous controle
du LTR de drosophile COPIA (expression constitutive).
e Des chaines a et B, avec leur séquence leader, clonées en aval du promoteur

pMT. Le promoteur pMT est inductible par le cuivre. C’est un promoteur tres



38

fort et sans activité basale ce qui élimine tout probléme de mort cellulaire di &
la surexpression d’une protéine étrangere.
Les cellules S2 sont faciles & cultiver, elles ont un temps de doublement
extrémement rapide (24 heures) et atteignent une concentration treés élevée (15
millions de cellules/ml). Afin d’établir des lignées stables, on co-transfecte le
plasmide pCV et le plasmide pcophygro qui porte le marqueur de sélection conférant
la résistance a I’hygromycine. Des transfectants stables permettent la production de
grande quantité de protéines. Le niveau d’expression des molécules de CMH de
classe II est contr6lé par le niveau d’expression de GFP mesuré au FACS.
Les molécules de CMH de classe II sont purifiées & partir des surnageants récoltes

aprés induction de la production par le cuivre.

:Dralll

Sapl—— pCVa DRbio,B DR/linker-peptide
7894 bps
Bsp12017 )
Aatll h opia
BstAPI

Linker pepﬂdeleadg[

N A S — pel Miul  EcoRI

FIGURE 11. Flexibilité du vecteur eucaryote permettant lo production des molécules de

HLA-DR/peptide.
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Choix des peptides
Les peptides utilisés (Tableau 3) ont tous la propriété de bien se lier aux molécules
HLA-DR que ’on a choisies. De plus ils ont un pouvoir immunogénique tres fort

dans le contexte des ces molécules HLA-DR.

Molecules ~ Peptide séquence Organisme Protéine
HLA-DR
DRO0101 ( HAj306318 PKYVKQNTLKLAT Influenza Protéine A (hémagglutinine)
DR1501 | TTs30-843 QYIKANSKFIGITE Tetanus Toxoid
DRO0301 < pp65-109-023 PEMISVLGPISGHVL CMV Phosphoprotéine de la matrice pp65
DRO0401 PP65-2483-501 QAGILARNLVPMVAT CMV Phosphoprotéine de la matrice pp65
\ IE10gs-102 QIKVRVDMVRHRIKE CMV Immediate-early protein

TABLEAU 3. Séquences des peptides clonés dans les molécules HLA-DRO101,
-DR1501, -DR0301 et -DR0401.

Pour la mise au point du systéme, on a sélectionné des peptides déja décrits dans la
littérature et dont on connait les caractéristiques de liaison aux molécules HLA-DR
(Tableau 4). La fixation de ces peptides a été déterminée par des expériences de
compétition (déplacement de la liaison du peptide avec un peptide standard marque,
a la biotine par exemple, ayant une forte affinité pour la molécule de CMH de classe
Il d’intérét) ou par des expériences de fixation directe (la fixation du peptide
biotinylé sur la molécule HLA-DR est détectée au FACS en utilisant de la
streptavidine couplée a4 un fluorochrome). Des algorithmes, tel que celui de
Rammensee (130), permettent de prédire la liaison de peptides sur les molécules de
CMH classe II. Ces programmes informatiques sont appréciables a titre indicatif

mais se révélent ne pas étre aussi fiables que I’oeil d’un expert!
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HLA-DR Fixation du peptide (UA)
HA TT pp65-1 pp65-2 IE1

HLA-DRO101 9 10 30 8 1
HLA-DR1501 6 10 15 15 1
HLA-DRO0301 3 1 12 4 7
HLA-DR0401 6 6 20 12 1

TABLEAU 4. Affinité des peptides HAsgs.318, TTs30-843, PP65-1009- 023, pP63-24s5-501 €t
IE 1 9ss.102 pour les molécules HLA-DR0101, -DR1501, -DR0301 et -DR0401. D’apres
I’algorithme de Rammensee. ~ UA = unité arbitraire
(http://syfpeithi.bmi-heidelberg.com/Scripts/ MHCServer.dll/EpPredict.htm)

Choix des alléles HLA-DR

Le complexe majeur d’histocompatibilité est constitué d’une série de genes tres
polymorphes. Pour les molécules de HLA-DR, on connait jusqu’a présent plus de
250 alléles ce qui fait que ’expression de ces molécules est trés diverse au sein de la
population. Pour étre en mesure d’analyser la réponse immunitaire du plus grand
nombre de personnes possible, il est donc important de générer un panel de
molécules qui permettent de couvrir une population la plus vaste possible.

D’apreés les fréquences des alleles HLA-DR répertoriées lors du XI“™ International
histocompatibility workshop and conference (Yokohama, Japon, 1991), I’utilisation
des quatre alleles HLA-DRO101, -DR1501, -DR0301 et -DR0401 nous permet de
couvrir 40% de la population canadienne et prés de 50% de la population mondiale

(Tableaux 5 et 6).
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TABLEAU 5. Fréquence des alléles des molécules HLA-DR0101, -DR1501, -DR0301

et -DR0401 dans la population canadienne (X

workshop and conference).

Iléme

International histocompatibility

molecules USA(Noirs) USA (Blancs) Canadiens Francais
HLA-DR (N=318) (N=232) (N =146) (N =285)
DR1 6.3 10.1 12 10.8
DR3 14.7 10.1 11.3 11
DR4 3.4 12.8 18.2 10.8
DR7 9.5 15.1 14.4 13.5
DR8 8.3 3 27 5.2
DR9 2.9 15 2.1 1.4
DR10 1.1 1.7 0.7 2.5
DR11 13.5 9.7 7.5 9.8
DR12 3.8 1.6 0.7 0.4
DR13 13.8 12.7 11.6 13.2
DR14 24 1.5 2.1 3.8
DR15 11.7 10.8 14.4 11.2
DR16 2 1.3 21 2.1
Total 36.1 43.8 55.9 43.8

TABLEAU 6. Fréquence haplotypique des molécules HLA-DR dans les populations

nord américaine et frangaise (XI*™ International histocompatibility workshop and

conference).

Pour justifier le fait d’avoir choisi de travailler avec les molécules HLA-DR et non

HLA-DP ou-DQ, on peut avancer plusieurs arguments:

» La chaine HLA-DRA est monomorphe: il existe en fait deux alleles (HLA-

DRA*0101 et HLA-DRA*0102) dont les séquences différent uniquement par

un acide aminé dans le domaine transmenbranaire, ce qui nous importait peu
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car nous produisons des molécules sous forme soluble. De plus les chaines o
pour les molécules HLA-DQ et HLA-DP sont respectivement au nombre de
20 et de 18 ce qui aurait passablement compliqué la construction de molécules
solubles diverses couvrant le plus de monde possible.

= De nombreuses études ont été faites sur les molécules HLA-DR (notamment
les molécules HLA-DR0101, -DR1501, -DR0301 et -DR0401 que l’on a
sélectionnées). Les poches d’ancrage et les motifs des peptides sont trés bien
connus. Il est donc plus facile de dessiner des nouveaux peptides afin de voir
si ils sont immunogénes et susceptibles d’étre des épitopes dans telle ou telle
pathologie.

* De plus, les molécules HLA-DR sont impliquées dans ’alloréactivité. En effet
les trois loci les plus impliqués dans le rejet de greffe sont les loci HLA-A, -B
et -DR. Quand deux alléles du greffon, pour chacun de ces trois antigenes,
correspondent a ceux du receveur, on considere qu’il n’y a pas de probleme a
la transplantation d’organes.

* La plupart des maladies auto-immunes, telles que le diabéte de type 1, la
polyarthrite rhumatoide, le pemphigus vulgaire et la sclérose en plaque sont
génétiquement associées aux molécules HLA de classe II, particulicrement les

molecules HLA-DR (131).

En conclusion, on dispose d’un outil et d’un systeme de production extrémement
performants dont toutes les étapes sont contrdlées par des tests de qualite. Nous
pouvons, de plus, travailler avec de nombreux types de cohortes de patients car les
alleles choisis sont les plus fréqueﬁts dans les populations canadienne et mondiale.
En outre, si I’on veut travailler sur un individu particulier, on peut facilement, par
simple digestion, obtenir le tétramére correspondant.

La spécificité de nos tétraméres est validée en générant des lignées T CD4"

spécifiques des peptides utilisés.



MATERIELS ET METHODES

1. CONSTRUCTION DE MOLECULES DE MHC CLASSE II SOLUBLES
LIANT DE FACON COVALENTE LE PEPTIDE ANTIGENIQUE (Annexe 8).

Quatre molécules de MHC classe II (HLA-DRO101, -DR1501, -DRO0301 et
-DR0401) ont été préparées.

1.1. Clonage de I’ADNc des chaines HLA-DRBI*OIOI, -DRB1#*1501,
-DRB1*0301 et -DRB1*0401.

L’ADNCc codant pour les régions extracellulaire, transmembranaire et cytoplasmique
(résidus 4 a 238) (Annexe 3) de chacune des chaines  des molécules de classe II a
été amplifié par PCR a partir d’ADNc déja clonés au laboratoire. Les
oligonucléotides utilisés (5’DRBEF’/Spe I et 3’DRBF/Pvu II) (Annexe 9) ont généré
un fragment Spe I/Pvu II d’une longueur de 759 paires de base (pb), le site Spe I se
trouvant au milieu du linker (Annexe 5). Les produits de PCR ont été clonés dans le
vecteur bluescript pBS-KS+ modifié (Vecteur pBS-KS+ ou un fragment BamH
I/EcoR I de 800 pb a été cloné afin de s’assurer que le plasmide digéré dans le site
multiple de clonage est bien linéarisé) dans les sites de restrictions Spel/EcoRV
(EcoR V et Pvu II étant deux enzymes a bouts francs, la ligation du fragmént et du
vecteur est possible) puis séquencés en utilisant les amorces universelles 5°PU et
3’PR (Annexe 9). Rappelons que chaque fragment d’ADN généré ou vecteur
linéarisé a été migré sur un gel d’agarose et a été purifié en utilisant le kit GFX™
(GFX™ PCR DNA and gel band purification kit, Amersham Pharmacia Biotech.,
Baie d’Urfé, Qc).

1. 2. Clonage de ’ADNc de la chaine HLA-DRA*0101 et introduction du site de
biotinylation.

L’ADNCc codant pour la chaine HLA-DRA*0101 provient d’un vecteur généré au
laboratoire par le Dr F. Denis (Institut Armand Frappier, Laval, Qc) : le vecteur
pMTaDRhis,DR1 contient les domaines extracellulaires de la chaine HLA-
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DRA*0101 (La chaine o étant marquée par une séquence poly-histidine en C-
terminal) et de la chaine HLA-DRB1*0101. Le fragment de géne codant pour le
domaine o2 de la chaine o (résidus 107 a 193) (Annexe 4) a été amplifié par PCR
avec les oligonucléotides 5’DRalpha et 3’°DR alphabio (Annexe 9), introduisant ainsi
une séquence de biotinylation (Séquence n° 41) (128) et le site de restriction Bgl 1I
en aval du domaine o2 (Annexe 5). L’amplicon de 324 pb, digéré par les enzymes
BstB I et Bgl II, est réintroduit dans le plasmide pMT, le site de restriction Bgl II
étant présent dans le plasmide pMTaDRhis,fDR1. Le nouveau vecteur s’appelle

pMTaDRbio,DR1.

1.3. Construction du peptide HA lié de facon covalente a la chaine HLA-
DRB1*0101.

Un fragment Sac I/Sac II correspondant a la fin de la séquence leader et a une partie
du domaine B1 de la chaine HLA-DRB*0101 (résidus —8 a 75) (obtenu par digestion
du plasmide pMToaDRhis,fDR1) est cloné dans le vecteur bluescript pBS-KS+. Un
site Mlu I est introduit, par overlaped PCR (avec les amorces 5’Mlu I, 3’Mlu I, 5’PU
et 3’PR) a I’extrémité 5° du domaine B1 afin de pouvoir y cloner le linker en amont
(Annexe 6). La séquence nucléotidique codant pour le linker riche en glycine (129) a
été synthétisée en hybridant deux oligonucléotides (Annexe 6). Le site Spe I au
milieu du linker permet de cloner n’importe laquelle des chaines HLA-DRBI
amplifiée par 5’DRBF’/Spe I et le site Mlu I en amont du linker permet de cloner
n’importe quel peptide. Le fragment codant pour le linker est introduit dans le
plasmide pBS-KS+ digéré par l’enzymé Mlu I: cet oligonucléotide a permis
d’éliminer le site Mlu I en aval du linker. Le peptide HAj3p6.313, synthétisé en
hybridant les deux oligonuléotides 5’HA et 3’HA (Annexes 6 et 9), est inséré dans le
site de restriction Mlu I. Afin de s’assurer que les fragments clonés sont tous dans la
bonne orientation et que les cadres de lecture sont préservés, les constructions ont été
séquencées. Le fragment Sac I/Sac II a ensuite été réintroduit dans le vecteur

pMTaDRhis,BDR1. Cette nouvelle construction s’appelle pMTaDRbhis,
BDR1/linker/HA.
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1.4. Construction du vecteur pMToaDRbio,DR1/linker/HA.

Un fragment Blp I/ BsiW I, codant pour toute la chaine DR 1/linker/HA, est obtenu
par digestion du plasmide pMTaDRhis,fDR1/linker/HA. Le fragment est alors
cloné dans le vecteur pMToaDRbio,fDR1 digéré par les mémes enzymes de
restriction. Le nouveau vecteur généré est le pMTaDRbio,fDR1/linker/HA.

NB: Afin de pouvoir changer le peptide de fagon tres facile et de ne pas avoir a se
soucier du sens du clonage, le site de restriction Mlu I a I’extrémité 5’ du peptide a
été changé pour le site unique EcoR I en utilisant les oligonucléotides S’HAEcoR I

et 3’HAMIu I (Annexes 6 et 9).

1.5. Construction du vecteur d’expression eucaryotique pCVaDRbio,
BDR1/linker/HA a partir du vecteur pMTaDRbio,fDR1/linker/HA.

Pour controler le niveau d’expression de nos molécules de CMH de classe II soluble
dans les cellules d’insectes, la protéine fluorescente GFP (Green Fluorescent
Protein) est clonée dans le vecteur pMT. La séquence IRES-EGFP, obtenue par
digestion du plasmide MSCV (Fourni par le Dr B. Hawley, Université de Toronto,
Toronto, ON), est clonée dans le vecteur pBS-KS+. La séquence IRES a été enlevée
et le promoteur CMV (provenant du vecteur pcophygro) cloné en amont de ’EGFP.
NB : le vecteur pCVaDRbio,fDR1vide est obtenu par digestion Sac I/Sac II des
plasmides pMTaDRbio,DR1 et pCVaDRbio,fDR1/linker/HA.

1.6. Clonage des peptides TTs30.843, IE19s3-102, PP65-1009-023, €t pp65-2488.501 dans
le plasmide pCVoaDRbio, BDR1/linker/HA.

Le plasmide pCVaDRbio,BDR1/linker/HA est digéré par les enzymes EcoR I et
Mlu I Les peptides, provenant de I’hybridation des oligonucléotides 5’TTEcoR I/
3’TTMlu I, 5’IE1EcoR I/ 3’IEIMlu I, 5’pp65-1EcoR I/ 3’pp65-1Mlu I et 5’pp65-
2EcoR I/ 3’pp65-2Mlu I (Annexe 9), sont insérés dans le vecteur pCV-DR1.
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1.7. Clonage des alléles HLA-DRB1%1501, -DRB1%0301, et -DRB1*0401 dans le
plasmide pCVaDRbio, BDR1/linker/HA et pCVaDRbio, BDR1vide .

Les inserts BDR1501, BDR0301, et BDR0401 clonés dans le vecteur pBS-KS+ sont
digérés par les enzymes de restriction Spe I en 5’ (au milieu du linker) et Stu I en 3’
(Ce n’est pas génant que Stu I coupe au milieu du domaine B2 car ce qui est apres le
site Stu I est conservé d’un allele 4 ’autre. Annexes 1 et 2). Les fragments de 460pb
sont clonés dans le plasmide pCV-DR1 lui-méme digéré par les enzymes Spe I/Stu L.
On a ainsi obtenu les plasmides pCVaDRbio,fDR2/linker/HA ou vide,
pCVaDRbio, BDR3/linker/HA ou vide et pPCVaDRbio,BDR4/linker/HA ou vide.
NB : ce clonage se fait en une seule étape, c’est-a-dire que les trois inserts sont
clonés en méme temps dans le plasmide pCV digéré. On s’assure de savoir quel
BDR a été cloné en comparant les profils de digestion par les enzymes Afl II/Xba I
(DR0101), Xcm I (DR1501), Kpn I (DR0301) et Mse I (DR0401) des différents
clones obtenus (Annexe 7).

1.8. Clonage des peptides TTg30.843, IE19s3-102, PP65-1009-023, €t pp65-2488.501 dans
les plasmides pCV-DRB1%1501/HA, -DRB1%0301/HA et -DRB1*0401/HA.

Les plasmides pCV-DR1/TT, IEL, pp65-1 et pp65-2 sont digérés par les enzymes
Stu I/Mlu 1. Ensuite on ligue les inserts issus de cette digestion avec les vecteurs
pCV-DR2/HA, -DR3/HA et -DR4/HA digérés par les mémes enzymes.

NB : ce clonage est également effectué en une seule étape, le DR étant détermin€ par

digestion avec différents enzymes.

2. PATIENTS ET TYPAGE HLA.

Les PBMC issues d’un individu hétérozygote HLA-DRB1*0101,-DRB1*1101 ont
été utilisées pour générer une lignée HAszp6.313 spécifique. Le typage HLA-DRBI1 a
été réalisé en utilisant une technique standard de typage moléculaire: la méthode de
SSP-PCR (Dr Kelly MacDonald, Département d’immunologie, Université¢ de
Toronto, Toronto, ON).
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3. PEPTIDES.

Les peptides HA306.318 (PKYVKQNTLKLAT), TTg30.343 (QYIKANSKFIGITE),
pp65-1o09-023 (PEMISVLGPISGHVL), pp65-2483.501 (QAGILARNLVPMVA) et
IE1¢gs-102 (QIKVRVDMVRHRIKE) ont été obtenu par synthése peptidique en phase
solide (Méthode standard de FMOC [9-fluorenylmethoxycarbonyl chemistry]) et
purifié par HPLC (Sheldon Biotechnology Centre, Universit¢é McGill, Montréal,
Qc). IIs ont une pureté supérieure a 95% comme déterminée par spectroscopie de
masse.

Ces différents peptides ont été solubilisés dans de ’eau a une concentration de
250ng/ul, filtrés avec un filtre 0.2um (Pall Gelman, Pall (Canada) Limitée, Ville St

Laurent, Qc) et conservés a -20°C.
4. LIGNEES CELLULAIRES ET HYBRIDOMES.

La lignée cellulaire B lymphoblastoide LG2 (homozygote HLA-DRB1*0101) a été
fournie par L.J. Stern (Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA,
USA) et a été maintenue en culture dans du RPMI 1640 (Gibco-LifeTechnologies,
Burlington, ON) additioné de 10% de sérum de veau foetal (FCS) (Gibco-
LifeTechnologies) et 20upg/ml de gentamycine (Gibco-LifeTechnologies). Les
cellules fibroblastiques murines DAP-3, n’exprimant pas de molécules de MHC
classe II, ont été transfectées avec le complexe HLA-DRA*0101,
-DRB1*0101/HA306.318. Cing millions de cellules DAP-3 ont été électroporées (960
pF, 0.3mV; micropulseur®, Bio-Rad Laboratories Canada Ltd., Mississauga, ON)
avec les vecteurs SraneoDRB-HA et SrahygroDRa a un ratio de 10:1 (Les vecteurs
Sraneo et Srahygro sont un don du Dr F. Denis, Institut Armand Frappier, Laval,
Qc). Elles sont cultivées dans du DMEM (Gibco-LifeTechnologies) supplémente
avec 10% de FCS, 20ug/ml de gentamycine, et ’agent de sélection hygromycine
(345U/ml; Gibco-LifeTechnologies). Les cellules Hela (cellules humaines
carcinomales également transfectées par électroporation avec le complexe HLA-

DRA*0101, -DRB1*0101 ou le complexe HLA-DRA*0101,-DRB1*0101/HA306.318)
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sont cultivées dans du DMEM, 10% FCS, 20pg/ml gentamycine et 345U/ml
d’hygromycine. L’hybridome 1.243 (HB55; American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA) et les hybridomes XD5.117 et DA6.147 (132,133), produisant
un anticorps anti-HLA-DR PAN, sont cultivés dans du RPMI 1640, 10% FCS et
20pug/ml gentamycine. La lignée cellulaire de lymphome T humain Jurkat
CH7C17, transfectée avec un unique TCR spécifique du peptide HA36.313 présenté
dans le contexte HLA-DRB1*0101, nous a été généreusement donnée par le Dr L.R.
Wedderburn (Institute of Child Health, UCL, Londres, UK) (134) et a été cultivée
dans du RPMI 1640, 10% FCS, 20ug/ml gentamycine et les agents de sélection
puromycine (2ug/ml; Sigma-Aldrich, Oakville, ON) et hygromycine (315U/ml).
NB: Toutes ces cellules sont cultivées a 37°C avec 5% de CO, et une humidité
relative de 96%. Le FCS utilisé est inactivé pendant 45 minutes a 56°C.

Les cellules d’insectes Drosophila Schneider 2 (cellules S2) (Invitrogen Canada
Inc, Burlington, ON) sont maintenues en culture dans du milieu Shields and Sang
M3 (S&S) (Sigma-Aldrich) supplémenté avec 10% de FCS et 20pg/ml de
gentamycine.

NB: Ces cellules sont cultivées a 26°C, le taux de CO; et ’humidité n’étant pas

controlés, et 4 une concentration cellulaire relativement élevée (5 x 10° cellules/ml).

5. ANTICORPS.

Les anticorps monoclonaux utilisés en cytométrie en flux sont les suivants: Ianti- -
CD4 couplé aussi bien au -FITC, -PE, -PerCP que -APC (clone SK3; IgG1 souris)
(BD Pharmingen, Mississauga, ON), I’anti-CD3-PerCP (clone SK7; IgGl souris)
(BD Pharmingen), I’anti-TCR-PE PAN o/ (clone BMAO31; IgG2b souris)
(Beckman Coulter, Miami, FL, USA) et ’anti-V(3-FITC (clone CH92; IgM souris)
(Immunotech, Beckman Coulter, Mississauga, ON). Les anticorps isotypiques
utilisés sont le y1-FITC, le y1-PE, le y2b-PE (BD Pharmingen). En ce qui conceme,
la coloration intracellulaire, nous avons utilisé 1’anticorps monoclonal anti-
IFNyhumain-FITC (clone 257223.11; IgG2b souris) et son contrdle isotypique y1-

FITC (BD Pharmingen). Le contrdle de perméabilisation est le perm-a-sure
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(Medicorp, Montréal, Qc): ¢’est un anticorps IgG1l couplé au FITC qui reconnait
une protéine constitutivement exprimée dans les cellules humaines.

Pour les expériences de compétition, un panel d’anticorps monoclonaux murins anti-
CD4 humain a été utilisé: I’anticorps LEU3a (BD Pharmingen); les anticorps
B66.6.1 et 101.69 (donnés par le Dr. S. Carrel); les anticorps de la série L (L68,
L120, L117, L112) fournis par le Dr. D. Buck (BD Pharmingen) et I’ anticorps
MT405 (obtenu auprés du Dr. E. P. Rieber) (135). Le contrdle isotypique est le y1-
FITC. Tous ces anticorps ont été titrés sur des PBMC en venant avec 1’anticorps
secondaire chévre anti-souris-FITC (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA).
L’anticorps monoclonal anti-HLA-DR utilisé pour purifier les molécules de classe II
recombinantes est le 1243 (IgG2a souris). Il reconnait un épitope monomorphique
et conformationnel du domaine a1 de la chaine HLA-DRa.

Pour quantifier nos molécules de CMH classe II par ELISA, nous avons utilisé
comme premier anticorps les anticorps monoclonaux anti-DRP XD5.117 et anti-
DRa DA6.147 et comme deuxiéme anticorps 1’anti-HLA-DR biotinylé (clone 1.243;
IgG2a souris) (BD Pharmingen).

Les anticorps polyclonaux utilisés pour les western blot et pour les ELISA sont des
sérums de lapin anti-DRo ou anti-DRP générés au laboratoire par N. Shoukry
(Pediatric hospital, Columbus, OH, USA)

NB: Tous les anticorps non commerciaux sont obtenus par purification des
surnageants par chromatographie d’affinit¢é sur une colonne de protéine G

Sepharose® 4 fast flow (Amersham Pharmacia Biotech.).

6. CULTURE CELLULAIRE.

6.1. Purification des cellules mononuclées du sang périphérique.

Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) d’un donneur HLA-
DRB1*0101,-DRB1*1101 sont isolées par gradient de densité Ficoll-Hypaque

(Cellgro, Wisent, Canadian Laboratories, S' Bruno, Qc). Le sang, provenant de tubes

Vacutainer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) contenant comme
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anticoagulant ’EDTA, est dilué avec un volume de PBS et déposé sur un volume de
Ficoll (2 vol sang/PBS : 1 vol Ficoll). Les gradients sont centrifugés 20min a 400g et
a4 20°C (1800rpm sur une centrifugeuse Sorvall RT6000B). Suivent alors trois séries
de lavage au PBS: un premier lavage & grande vitesse (400g, 10 min, 20°C) pour
éliminer le ficoll et deux autres lavages a vitesse plus modérée (300g ou 1200rpm,
10 min, 20°C) pour éliminer les plaquettes. Les cellules sont utilisées le méme jour
pour obtenir une lignée T ou bien resuspendues dans du FCS/10% dimethylsulfoxide
(DMSO; Sigma-Aldrich) pour congélation a -80°C ou cryoconservation dans 1’azote

liquide.
6.2. Obtention de lignées cellulaires T spécifiques de HA3¢6.313.

Les PBMC isolées du donneur HLA-DRB1*0101/-DRB1*1101 sont resuspendues
dans du RPMI 1640 supplémenté avec 10% de sérum humain de type AB (male)
(Sigma-Aldrich) et 20pg/ml de gentamycine. Deux millions de PBMC (a 2 x 10°
cellules/ml) sont stimulées, dans une plaque 24 puits a fond plat (Falcon, VWR,
Canlab, Mississauga, ON), avec 1pug/ml de peptide HA3p6.313. Au bout de 7 a 10
jours, les cellules sont restimulées en présence de PBMC autologues irradiées (3000
rad), 4 un ratio cellules T:APC de 1:1, et de peptide HA36-313 (1p1g/ml). Vingt-quatre
heures aprés la deuxiéme stimulation, de I’interleukine 2 recombinante (rIL-2 a
200U/ml) est ajoutée au milieu. Ensuite, la lignée est maintenue en la restimulant
toutes les semaines avec 1pg/ml de peptide et des PBMC irradiées. Ces lignées
polyclonales sont spécifiques au bout de trois cycles de restimulation. Un test de
prolifération est réalisé pour s’en assurer.

NB: Les lignées sont incubées a 37°C en présence de 5% de COs.

Lors de la premiére restimulation, les cellules peuvent-étre déplétées en CD8 en
utilisant des dynabeads M-450 Rat anti-souris IgG (Dynal, Lake Succes, NY, USA)
couplées a un anti-CD8 (clone Leu-2a) (BD Pharmingen). De plus il peut étre parfois
nécessaire d’éliminer les cellules mortes par gradient de ficoll (2 vol cellules: 1 vol

Ficoll).
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6.3. Test de prolifération.

Ce tesf est réalisé par incorporation de [*H]thymidine. Des APC irradiées (2000
cellules) et la lignée cellulaire (20000 cellules) sont incubées, dans une plaque 96
puits & fond rond et dans un volume final de 200pl, en présence ou non de peptide
HAz06318 (Ing/ul) et ceci pour 72 heures, y compris les 16 dernieres heures ou la
thymidine (1puCi/puit) (Amersham Pharmacia Biotech.) est ajoutée. Les cellules sont
récoltées avec un « cell harvester » et I’incorporation de thymidine est mesurée avec
un compteur a scintillation B (Pharmacia LKB, Gaithersburg, MD, USA). L’essai est

réalisé en triplicata.
7. CYTOMETRIE EN FLUX.
7.1. Coloration avec les tétrameéres.

Les cellules T sont incubées avec les tétrameres-PE dans un volume final de 15 pl de
RPMI 1640, 10% FCS et ceci dans d’une plaque 96 puits a fond rond. Les
expériences de mise au point de la coloration de cellules T par les tétraméres ont
joué sur les parametres suivants: la concentration en tétrameres (de 2.5 pg/ml a 120
pg/ml), le nombre de cellules T (de 10° cellules & 10° cellules), la température (37°C
ou 4°C), et le temps d’incubation (de 1 heure a 5 heures). Les cellules sont ensuite
incubées a 4°C pendant 30 minutes avec différents anticorps de surface (dilution
1:30). Ces anticorps étant directement couplés, les cellules sont incubées avec le
mélange de tous les anticorps de surface désirés. Apres deux lavages au PBS, les
cellules sont resuspendues dans 300 pl du méme tampon. Les cellules colorées sont
analysées sur un FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) en
utilisant les logiciels CellQuest (Becton Dickinson) ou FlowJo (TreeStar, Cupertino,
CA, USA). 20000 événements sont accumulés. Les cellules activées sont
sélectionnées en focalisant sur les cellules vivantes en Forward Scatter et Side

Scatter.
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Pour les analyses cytométriques quatre couleurs, le négatif est ajusté au premier log
en utilisant des cellules non colorées. Les compensations ont été réalisées en utilisant
des cellules colorées avec un simple anticorps anti-CD4 couplé a -FITC, -PE, -PerCp
ou -APC. Tous les contréles isotypiques correspondants ont été faits en parallele.
Des cellules colorées uniquement avec la streptavidine ou avec un tétramére non

spécifique sont inclues comme contrdle négatif.

7.2. Coloration intracellulaire.

Les cellules T (2 X 10° cellules dans 200l de milieu RPMI 10%FCS) sont incubées
pendant 6 heures a 37°C dans une plaque 96 puits a fond plat : certains puits restent
non stimulés, d’autres sont stimulés avec le peptide HA36.315 @ la concentration de
Ing/ul et d’autres sont traités avec la PHA (1mg/ml). De la brefeldin A (10pg/ml;
Sigma-Aldrich) est ajoutée dans les 5 dernieres heures de stimulation, permettant
ainsi I’accumulation des cytokines a I’intérieur de la cellule. Dans les cas ou I'on
veut faire une coloration avec les tétraméres, les tétrameéres (20pg/ml) sont ajoutés
dans les trois derniéres heures de stimulation. Apres les 6 heures de culture, les
cellules sont transférées dans une plaque 96 puits a fond rond, lavées deux fois dans
du PBS puis colorées pour les antigenes de surface d’interét. Les cellules sont alors
lavées dans du PBS, fixées dans de la paraformaldéhyde 2% pendant 30 minutes,
lavées avec du PBS puis incubées en présence de Saponine 0.5% (Sigma-Aldrich)
pour 30 minutes. Un contrdle de perméabilisation est réalisé en colorant, avec le
perm-a-sure, un puits traité a la Saponine et un puits non traité. Les anticorps
intracellulaires sont alors ajoutés pour 30 minutes.

La coloration, la fixation et la perméabilisation sont réalisées a température

ambiante.

7.3. Coloration avec le CFSE.

Les cellules T, lavées deux fois avec du PBS, sont resuspendues dans un volume x

de PBS 2 la concentration de 2 X 10 cellules/m] et colorées avec un volume x de 5-
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(and-6)-carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFSE; Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) pendant 8 minutes & température ambiante. Le CFSE est
conservé a —80°C dans du DMSO, dégazé sous azote, et titré sur des PBMC afin de
déterminer la concentration optimale et non toxique a utiliser (la concentration que
’on a utilisé dans nos expériences est de 10uM soit une concentration finale de
5uM). La coloration est stoppée en neutralisant le CFSE libre avec deux volumes x
de FCS froid. Les cellules sont ensuite lavées dans du PBS et resuspendues dans du
RPMI 1640, 10% sérum humain, et 20ug/ml gentamycine. Les cellules sont alors
stimulées avec 1ug/ml de peptide et des PBMC irradiées a un ratio cellules T:APC
de 1:1. Aprés trois jours de culture, les cellules sont colorées avec les tetrameres et
une combinaison d’anticorps de surface. Le niveau basal de prolifération est evalué

avec des cellules non stimulées.

7.4. Compétition de la liaison des tétraméres au TCR avec des anticorps

monoclonaux anti-CD4.

Dans les expériences de compétition, les anticorps monoclonaux anti-CD4 ont été
ajoutés a 4°C et 30 minutes avant la coloration avec les tétrameres: trois
concentrations ont été choisies (allant de 0.01pg/ml a 50pug/ml suivant les
concentrations optimales pour chacun des anticorps, ces concentrations ayant €té
déterminées par titration sur des PBMC). Les cellules sont ensuite incubées avec les
tétrameres (10pg/ml) pendant trois heures et ce & 37°C ou a 25 °C. Dans une des
expériences, les tétraméres ont été ajoutés en méme temps ou 3 heures avant les

anticorps anti-CD4.
8. PRODUCTION ET PURIFICATION DES MONOMERES HLA-DR.
8.1. Lipotransfection des cellules Drosophila Schneider 2 (S2).

Les cellules S2 sont co-transfectées avec Spg de plasmide pCV—HLA-DR et 0.6ug

du vecteur pcophygro (136) exprimant le géne de résistance a I’hygromycine par la
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méthode de lipofection en utilisant la lipofectine (Gibco-LifeTechnologies). Pour les
transfections, les différents plasmides ont été préparés a partir de culture bactérienne
de 30ml, ’ADN étant purifié uniquement par phénol-chloroforme. Brieévement, la
veille de la transfection, quatre millions de cellules S2 en phase exponentielle sont
mises en culture dans un 75cm” (Falcon) contenant 4 ml de milieu S&S, 1%FCS et
20pg/ml gentamycine. Vingt microlitres de lipofectine sont ajoutés a ’ADN dilué
dans 180 pl de milieu S&S. Afin de permettre la formation des complexes liposome-
ADN, il faut laisser incuber pendant 15 minutes a température ambiante. Les
complexes sont alors déposés sur les cellules qui ont été transférées dans 1.8 ml
milieu ne contenant pas de FCS. Vingt-quatre heures apres la transfection les
cellules sont mises dans 5 ml de milieu contenant 20% de FCS et quarante-huit
heures aprés, I’agent de sélection (hygromycine a 315U/ml) est ajouté au milieu de
culture.

Aprés trois semaines de selection a I’hygromycine, les transfectants sont testés pour
leur taux d’expression d’EGFP au FACS. Des clones individuels ont été selectionés
pour leur haut taux d’expression (entre le deuxiéme et le troisiéme log) par tri

cellulaire au FACS.

8.2. Production des molécules HLA-DR/peptide dans les cellules Drosophila
Schneider 2 (S2).

Les cellules S2 transfectées, avec nos diverses constructions, sont maintenues en
culture dans du milieu Shields and Sang M3 (S&S) supplémenté avec 10% de FCS,
20pug/ml de gentamycine, I’agent de sélection hygromycine (315U/ml) et ce & une
concentrétion relativement élevée (5 x10° cellules/ml).

La production de protéines en grande quantité est réalisée dans un spinner flask
(Bellco Glass, Vineland, NJ, USA), permettant ainsi une bonne aération, et dans du
milieu SF900 serum-free (Gibco-LifeTechnologie). Quand la concentration
cellulaire atteint les 10 x 10° cellules/ml et que le volume a été augmenté jusqu’a un
litre, I’expression est induite par du sulfate de cuivre (ImM CuSOy; Sigma-Aldrich).

Les surnageants sont récoltés 5 jours aprés I’induction, centrifugés 15 minutes a
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18600g et a 4°C (10000rpm sur une centrifugeuse Avanti™ J-20 XP, Beckman
Coulter) et stockés a -20°C.

Pour conserver ces sumageants, on y ajoute un cocktail d’inhibiteurs de protéase-
0.7pg/ml de pepstatine (Calbiochem, San Diego, CA, USA), 1ug/ml de leupeptine
(Calbiochem) et 0.1mM de phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF; Sigma-Aldrich)-,
de I’azide de sodium 0.02% (NaN3) et de ’EDTA 0.5mM.

8.3. Purification des monomeéres.

Les monomeéres sont purifiés & partir du surnageant par chromatographie d’affinité
sur une colonne de protéine G Sepharose® 4 fast flow (Amersham Pharmacia
Biotech.) couplée a I’anticorps monoclonal L243, ceci a un flux n’excédant pas
60ml/heure. Aprés passage du surnageant, la colonne est intensivement lavée avec
du PBS. Les molécules accrochées a la colonne sont éluées avec 10ml de 3-
[cyclohexylamino]-1-pro-panesulfonic acid (CAPS; 50mM, pH 11.5. Sigma-
Aldrich) et les fractions collectées (800ul) sont neutralisées avec 200ul de Tris-HCI
( 0.5M, pH 7.5). Les fractions sont alors réunies et concentrées dans un Centricon®
Plus-20 (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA); ceci permet également de
dialyser la protéine en changeant le tampon avec du Tris-HC1 0.1mM, pH 8.3.

Le contenu protéique de la fraction finale est déterminé par Western blot (gel
SDS/PAGE), la pureté est évaluée par gel de Coomassie et la concentration
protéique est mesurée par microBCA, Bradford et/ou ELISA.

Les monomeres sont conservés a —20°C avec de ’azide de sodium 0.02%.

8.4. Caractérisation biochimique et quantification des monomeéres HLA-

DR/peptide.

8.4.1. Détermination du contenu protéique par Western blot.
Electrophorése des protéines : une quantité moyenne de lug de protéine est

resuspendue dans un volume approprié de tampon de chargement (Tris-HCI pH 6.8
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125mM; SDS 4%; glycérol 20%; B-mercaptoethanol 10%; bleu de bromophénol 5%)
et dénaturée 2 min a 105°C.

Les protéines sont déposées sur un gel de polyacrylamide (12%). La migration est
effectuée 3 120V en utilisant un appareil électrophorétique Mini-PROTEAN II (Bio-
Rad) jusqu’a sortie du front de migration.

Electrotransfert des protéines sur membrane et western blot : les protéines sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose (Amersham Pharmacia Biotech.). La
membrane est bloquée par incubation dans du PBST (PBS contenant 0.05% du
détergent Tween 20) contenant 5% de lait. La membrane est ensuite incubée avec
I’anticorps primaire dans du PBST-lait toute la nuit a 4°C: I’anticorps polyclonal
anti-MHC classe IT (sérum de lapin) est utilisé a la dilution 1/200°™. Ensuite la
membrane est lavée 3 fois (10 minutes) avec du PBST, puis incubée avec 1’anticorps
secondaire anti-lapin (dilution 1/1000 *™) couplé & la peroxidase (Horse-radish
peroxydase, Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, USA) pendant
une heure 3 température ambiante. La membrane est lavée trois fois avec du PBST

pendant 10 minutes. Le marquage est révélé avec le réactif luminogene ECL

(Mandel, Mississauga, Qc) puis exposé au contact d’un film Kodak.

8.4.2. Détermination de la pureté et quantification par gel de coomassie.

Suite & leur migration sur un gel de polyacrylamide (12%), les échantillons sont
révélés par une coloration au bleu de coomassie. Pour la coloration, le gel a été
trempé pendant 30 minutes sous agitation modérée dans une solution filtrée de
méthanol(45%)/ H,0(45%)/ acide acétique glacial(10%) contenant 0.25g de
Coomassie® Brilliant Blue (Sigma-Aldrich). La décoloration du gel se fait dans une
solution de méthanol(30%)/ HyO(60%)/ acide acétique glacial (10%).

La quantification se fait en utilisant comme standard différentes concentrations de
BSA-Fraction V (Roche Diagnostic, Laval, Qc): la concentration estimée est

déterminée par le logiciel Imagequant.
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8.4.3. Quantification par Bradford, microBCA et/ou ELISA.

La concentration protéique peut-étre déterminée par la méthode de Bradford, un kit
(Bio-Rad) basé sur la coloration au Coomassie® Brilliant Blue des acides aminés
basiques et aromatiques (DOsosnm) €t qui utilise la BSA comme protéine standard.
Le kit BCA (Pierce, Rockford, IL, USA), basé sur la réaction de Biuret, permet de
détecter et de quantifier de fagon colorimétrique (DOseznm) nos monomeres HLA-
DR/peptide, toujours en utilisant comme courbe standard la BSA.

Une autre technique qui nous est accessible est le test ELISA. L anticorps primaire
utilisé est un anticorps polyclonal de lapin anti-DRa ou anti-DRP & une dilution de
1/100°™. L’anticorps secondaire, le 1.243 utilisé & une dilution de 1/300°™, est
révélé par un anticorps chévre anti-souris couplé a la biotine (Dilution 1/ 1000°™;
Kirkegaard&Perry Laboratories, Gaithersburg, MD, USA). La peroxidase couplée a
la Streptavidine (Dilution 1/2000™; Dako Diagnostics Canada Inc, Mississauga,
ON) permet de quantifier de fagon colorimétrique (DOsosnm) nos protéines. Le

standard utilisé est un échantillon de HLA-DRB*0101 purifié et quantifié¢ de fagon

précise.

9. PREPARATION DES COMPLEXES TETRAMERIQUES HLA-
DR/peptide.

9.1. Biotinylation des monoméres HLA-DR/peptide.

Les molécules purifiées de MHC classe II sont biotinylées en utilisant ’enzyme
BirA (Avidity, Denver, CO, USA) suivant les instructions du manufacturier. En
résumé, les monomeres (en concentration assez ¢élevée soit environ 2mg/ml) sont
incubés avec 20ug/ml d’enzyme BirA pendant 16 heures & 37°C dans le tampon
suivant: Tris-HCI (10mM, pH 8), Bicine (50mM, pHS8.3), ATP (10mM), Mg acetate
(10mM), et biotine (40puM).

La biotine libre est éliminée par centrifugation sur un Centricon® Plus-20 (Amicon

Canada Ltd) et le tampon est échangé avec du PBS.
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9.2. Quantification du taux de biotinylation.

Le taux de biotinylation est évalué par ELISA en utilisant le kit BRTA (Avidity).
C’est un kit qui détecte de fagon colorimétrique (DO4osnm) les molécule biotinylées
en utilisant la peroxidase couplée a I’avidine. La protéine standard fournie est la

MBP biotinylée. Typiquement le taux de biotinylation obtenu est de 95%.

9.3. Tétramérisation.

Les complexes tétramériques sont préparés en ajoutant, par étape, sur les monomeres
biotinylés de la streptavidine couplée a la phycoérythrine (Biosource, Camarillo,
CA, USA) pour obtenir un ratio molaire de 1:4 (streptavidine-PE:Classe II
biotinyl¢é). La concentration du stock de tétrameres est de 120mg/pl, ce stock étant

conservé a 4°C.



RESULTATS

1. PRODUCTION, PURIFICATION, CARACTERISATION BIOCHIMIQUE
ET QUANTIFICATION DES COMPLEXES HLA-DR/peptide.

Production des protéines HLA-DROI101, -DR1501, -DR0301 et -DR0401.
» Transfection des cellules d’insectes drosophila melanogaster Schneider 2
(S2).

Les cellules S2 sont transfectées par lipofection. La lipofection est un protocole
qui utilise un lipide synthétique cationique (le DOTMA ou N-[1-(2,3-
dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chloride) qui forme de petits
liposomes unilamellaires qui capturent spontanément I’ADN formant ainsi des
complexes liposome/ADN. 11 y a alors fusion de ces complexes avec la membrane
cellulaire et donc libération de ’ADN directement dans le cytoplasme des
cellules. C’est une méthode extrémement reproductible et efficace: notre taux de
réussite est de 100%.

=  Culture des cellules S2.

Les cellules S2 poussent a 26°C dans une atmosphere ou le taux de CO; et
’humidité ne sont pas contrdlés. Ce sont des cellules qui adhérent tres faiblement
(elles sont décollables par simple agitation a la pipette); une fois transfectées,
elles gardent cette propriété. Les cellules S2, qui ont été transfectées avec toutes
nos constructions, sont mises en culture dans du milien S&S contenant de
I’hygromycine (rappelons que le plasmide pcohygro, portant le géne de résistance
a ’hygromycine, est co-transfecté avec le plasmide pCV afin d’établir des lignées
stables). La quantité d’antibiotique a utiliser a été déterminée par dose-réponse sur
des cellules transfectées et cultivées dans le milieu S&S. Au bout de trois
semaines, période pendant laquelle on observe une mort cellulaire trés importante,
des cellules hygromycine-résistante commencent a pousser. Les cellules
résistantes sont d’abord mises en culture dans des petits flasques puis transférées
dans des “spinner flask”, lorsque la concentration cellulaire est assez €levée (5

millions/ml). Ces flasques maintiennent les cellules sous agitation constante, et
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donc en suspension, et permettent donc une bonne aération. La culture ne doit pas
excéder 1/3 de la flasque. Les cultures meres sont gardées en petite flasque et
seule la production se fait en “spinner flask” (I’agitation permanente fragilise les
cellules et ne permet pas de les maintenir en culture). Les S2 transfectées ont un
temps de doublement de 24-48 heures et leur densité peut atteindre 15 millions de
cellules /ml. Ces cellules peuvent rester en culture pendant des mois ce qui permet
d'avoir une production continue et évite d’avoir a congeler et décongeler des
transfectants en permanence. Il est normalement préférable de produire les
protéines dans un milieu sans sérum, les protéines sériques interférant avec les
processus de purification en aval de la production. Mais bien que les milieux
“serum-free” soient adaptés et optimisés pour ce type de cellules et de systeme
d’expression, il était difficile d'y faire pousser les cellules S2 a une concentration
cellulaire dense. Nous avons donc opté pour du milieu S&S supplémenté avec
10% de FCS.

L’induction de la production se fait par le cuivre et ne doit pas excéder 5 jours, le
cuivre devenant toxique au dela de cette limite, causant ainsi la mort des cellules
qui libérent alors des protéases qui vont dégrader nos protéines.

» Niveau d’expression des transfectants.

Le niveau d’expression de nos protéines est évalué par le taux de GFP. On mesure
donc de fagon réguliére le niveau d’expression de la GFP au FACS. La
fluorescence se stabilise, pour a peu pres tous les transfectants, entre le deuxieme
et le troisiéme log (Figure 12). Au début de nos travaux, le taux de GFP a été
corrélé avec I’expression en DR (détectée par Western blot) (Figure 13). Des
essais de tri cellulaire pour sélectionner des clones forts en GFP ont été faits mais
sans succes: les cellules semblent mal résister a la pression du FACS et meurent

lors du tri (Données non montrées).
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FIGURE 12. Taux d’expression de GFP dans les cellules S2 transfectées avec

différentes molécules recombinantes HLA-DR/peptide.

B
1 2 3 4 5

1: Protéine de CMH de classe 11 n°1

2: Protéine de CMH de classe I n°2

3: Protéine de CMH de classe 11 n°3

4: Protéine de CMH de classe II (vecteur sans
GEP)

5: Contrdle positif

FIGURE 13. Corrélation entre le le taux de GFP (A) et I'expression en molécules de
CMH de classe Il détectée par Western blot (B) pour trois différents transfectants.
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Purification des protéines recombinantes HLA-DR010I, -DR1501, -DR030! et
-DR0401.

Nos protéines sont purifiées par chromatographie d’affinité sur une colonne de
« CNBr-activated Sépharose™ 4B » couplée au 1.243. Le 1243 est un anticorps qui
reconnait un épitope monomorphique de la chaine DRa et permet donc d’éluer
toutes nos constructions sans aucune restriction. Une colonne est faite avec 10 mg de
1243 ce qui permet de capter environ 5 mg de DR. Par contre elle devient
inutilisable au bout de 25 passages (ou 25 litres) car elle est saturée en protéines non
spécifiques (provenant, entre autres, du sérum). En général, le volume des cultures
est de 1 litre ce qui nous donne environ 0.5mg de protéines/litre de culture. Le tout

peut donc étre capté par la colonne en un seul passage.

Caractérisation biochimique des protéines recombinantes HLA-DR0O101, -DR1501,

-DR0301 et -DR0401.

»  Western blot sur les molécules HLA-DR0101, HLA-DR1501 et HLA-DR0401
(Figure 14 et 15).

Nous avons vérifié par Western blot, aprés purification par chromatographie

d’affinité sur colonne 1.243 des différents surnageants, que nous avions bien deux

bandes correspondant a la chaine o et 4 la chaine  pour chacune de nos molécules.

DRO0401
B ——
B DR-peptide
a DR-Bio
DR1501
_

_—> BDR-peptide
= o DR-Bio

FIGURE 14. Analyse en Western blot des complexes HLA-DR1501/peptide et HLA-
DR0401/peptide. La ligne 1 correspond a la molécule vide, la ligne 2 au peptide HA,
la ligne 3 au peptide TT, la ligne 4 au peptide pp65-1, la ligne 5 au peptide pp65-2 et

la ligne 6 au peptide IE1. Le Werstern blot est révélé avec un sérum de lapin anti-
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CMH class II. Les protéines sont migrées sur un gel de polyacrylamide 12% apres

dénaturation.

o chain

B chain + linker +peptide
B chain + linker
B chain

FIGURE 15. Analyse en Western blot de différents complexes HLA-DR0O101.

=  Détermination de la stablité SDS des molécules recombinantes HLA-DR.

L’analyse en gel SDS-PAGE de nos molécules recombinantes, apres purification sur
colonne de chromatographie, dans des conditions dénaturantes (les échantillons étant
bouillis 4 105 °C pendant 2 minutes) nous montrent deux bandes qui correspondent
a la taille attendue pour la chaine a (29 kDa) et la chaine B (31 kDa). Ces mémes
échantillons préparés dans des conditions non dénaturantes et non réductrices
apparaissent sous deux formes: une premiére forme compacte qui migre vers 56 kDa
et les chaines o et B de la molécule de classe II dissociée. La présence de la forme
compacte nous indique que la molécule de classe II est mature fonctionnellement et
structurellement et que le peptide est bien logé dans la poche peptidique. De plus la
protéine recombinante correspond a la bande majoritaire sur le gel coloré au

coomassie: on constate que 1’on a une fraction pure (Données non montrées).

» Coloration de cellules DAP-3 transfectées avec le complexe menbranaire HLA
DRO0101/HA306.313 pour s’assurer de ’expression a la surface des molécules de
classe II.

On est capable de détecter par analyse au FACS et avec ’anticorps monoclonal

1243 des molécules de classe II a la surface des cellules DAP-3 (Données non
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montrées). Etant donné que le 1243 reconnait un épitope conformationnel de la
molécule de classe II, on peut affirmer que nos molécules liant de fagon covalente le

peptide ont une bonne conformation.

Quantification des protéines recombinantes HLA-DR0O101; -DR1501, -DR0301 et -

DRO0401 a toutes les étapes de la production de tétrameres.

Le point fort de notre systéme est que chaque étape de la production de tétrameres

est contrdlée par un test de quantification et/ou de conformation de la molécule:

(1) Aprés purification sur colonne de chromatographie des surnageants, un gel de
stabilit¢ SDS peut étre réalisé pour confirmer la bonne conformation de nos
molécules.

(2) Les fractions purifiées sont alors quantifiées sur gel de Coomassie, par des
techniques colorimétriques comme le microBCA ou Bradford, par Western blot
et par ELISA avec I’anticorps L243. Le standard utilisé pour les deux premicres
techniques est la BSA alors que pour les deux dernieres il s’agit d’une molécule
de CMH de classe II pure et quantifiée. La combinaison de toutes ces techniques
nous permet d’avoir une évaluation tres précise de la quantité de monomeéres
dont nous disposons.

(3) On évalue le taux de biotinylation par un test ELISA détectant la biotine. On a en

régle générale des taux de biotinylation autour de 80-90%.

2. EVIDENCES DE LA SPECIFICITE DE LA LIAISON DU COMPLEXE
TETRAMERIQUE HLA-DR0101/HA 306318 AU TCR.

Liaison spécifique du complexe tétramérique HLA-DRO101/HA sur la lignée
cellulaire HAO3 et sur le clone T CD4" CH7C17 (Figure 16).

Pour valider la spécificité de nos tétrameéres, nous avons généré une lignée
spécifique du peptide HA306.318 présenté dans le contexte HLA-DRO101. C’est une
lignée obtenue a partir de PBMC d’un individu HLA-DRB1*0101, -DRB1*1101 et
dont la spécificité a été contrdlée par test de prolifération (données non montrees).

Nous avons également utilisé un clone jurkat CH7C17, transfecté avec un unique
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TCR spécifique du complexe HLA-DRB1*0101/HA306.313 (TCR constitué de la
chaine « jurkat et de la chaine p du clone HA1.7)(134). La lignée HAO3 et le clone
CH7C17 sont colorés pendant 3 heures a 37°C avec le tétramére spécifique HLA-
DRO101/HA. Des contrdles, incluant des PBMC du méme donneur que celles qui
ont servi a générer la lignée et des jurkat non transfectées par le TCR HAL.7, sont
colorés de la méme maniére. Ce test de coloration montre que 1’on détecte environ
90 % de cellules spécifiques de HAjzp6.315 pour le clone CH7C17. Pour la lignée
HAO03, 50% des cellules sont spécifiques de HAj3p6.3153: c’est en effet le maximum
espéré car c’est une lignée jeune (trois semaines de stimulation) et générée a partir
de PBMC d’un individu hétérozygote dont seules 50% des cellules sont restreintes
par HLA-DRB1*1101. Les PBMC contiennent 0.63% de cellules tetrameres
positives ce qui correspond a la fréquence des précurseurs que 1’on peut espérer
trouver dans des cellules du sang périphérique (sachant en outre que ces PBMC ont
permis de générer une lignée). Il en est de méme pour la lignée Jurkat ou 0.5% des
cellules sont tétraméres positives. Ces résultats sont en accord avec d’autres études
ou des clones ont été colorés avec des tétrameéres et confirment la spécificité de nos
tétrameres.

NB: la lignée HA03, bien que ce soit une lignée jeune (elle a subit seulement trois
ou quatre cycles de restimulation) est déja presque 100% CD4" ce qui est un
argument de plus pour dire qu’elle est bien HAszp.313 spécifique et que nos

tétrameres peuvent détecter ces clones.
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CD4 FITC

A Jurkat | CH7C17
0.5% - 89%

CD4 FITC

FIGURE 16. Spécificité de l'interaction tétramere HLA-DR0O101/HA avec le TCR. La
lignée HAO3 (A) et le clone jurkat CH7C17 (B), spécifiques du complexe HLA-
DRO101/HA306.313, sont incubés pendant 3 heures a 37°C avec des tétrameres HLA-
DRO101/HA306.318 (20png/ml) puis pendant 30 minutes a 4 °C avec I’anti-CD4 FITC.
Des PBMC (A) et des jurkat (B) sont colorées de la méme fagon afin de mesurer le

taux basal de liaison du tétramere HLA-DRO101/HA306.313 au TCR.

Détection de cellules T CD4"* spécifiques de HA3p6.315 diluées dans des PBMC avec
le tétramére HLA-DR0101/HA306.315. (Figure 17).

Pour 4 nouveau confirmer la spécificité de la liaison de nos tétrameres HLA-
DRO101/HA306.313 au TCR, une série de dilutions de la lignée HAO3 avec des PBMC
(non spécifiques de HAz6.315) du méme donneur ont été réalisées. Le pourcentage de
cellules détectées par les tétrameéres correspond au nombre attendu en fonction du
facteur de dilution. La lignée seule comporte 60% de cellules spécifiques de HAspe.

318 (C’est une lignée qui a subit plus de trois cycles de restimulation et qui est donc
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enrichie en clones HLA-DR0101). A chaque facteur de dilution 2, le pourcentage de
cellules spécifiques de HAj(6.315 diminue de moitié. Au dela d’une dilution 1/1000,
on a des valeurs de cellules positives qui correspondent au niveau basal donné par la
streptavidine seule ou un tétramére présentant un peptide autre que le peptide HAzqs.
313. Nos tétrameéres sont donc vraiment spécifiques et il est possible de détecter des

populations dont la fréquence est de I’ordre de 0.25%.

Corrélation entre la liaison des tétrameres HLA-DRO101/HAzp6.318 sur la lignée
cellulaire HAO3 et la fonction effectrice de ces mémes cellules (Figure 18).

Pour voir si la fréquence de cellules détectées par les tétrameres peut étre corrélée
avec la fonction effectrice de ces mémes cellules, nous avons mesuré la production
d’IFN-y, aprés stimulation avec le peptide antigénique HA3¢6.313 pendant 6 heures, de
la lignée HAO3 que ’on a ensuite colorée avec les tétrameéres HLA-DRO101/HA306.
318. Dans le cas de la lignée HAO03 non stimulée, on détecte environ 42% de cellules
tétraméres positives et seulement 1.35% de cellules produisant de I’IFN-y. Apres
stimulation peptidique, on observe 22% de cellules tétrameéres positives et 21 % de
cellules produisaﬁt de ’IFN-y (ce qui correspond aux 42% de cellules détectées par
les tétrameres dans la condition “non stimulé”). Il est cependant surprenant de voir
que I’on n’a pas 42% de cellules tétraméres positives et sécrétant de I'IFN-y. Ces
résultats indiquent que, dans une lignée qui est restimulée de fagon constante, toutes
les cellules colorées par les tétraméres ne sont pas forcément des cellules
potentiellement effectrices. De plus, le fait que toutes les cellules produisant de
I’IFN-y ne soient pas détectées par les tétrameres ne remet pas en cause la validité de
notre outil: on peut en effet penser qu’apres 6 heures de stimulation antigénique a
37°C, il y a eu internalisation du TCR, notamment pour les clones les plus affins
(c’est pourquoi il y aurait trés peu de cellules Tet'- les tétraméres ayant été ajoutés
aprés les 6 heures de stimulation- avec une fluorescence trés élevée qui serait le

signe d’une forte affinité) et produisant le plus d’IFN-y.



o0
o
" P D SAIUBAIA SOIN[AD SO INS S}IBJ JUOS SOWIUIRISOISTY S3)) “Dof B soInuUIW (¢ mod D114 ¥ D-1Iue | 09A®
sogqnout sind D,/ ¢ & somay ¢ juepuad (Tu/S1(9) SOIQUILI) SO] DAL SIQIO[0D JUOS SI[N[[3 s “senbripur uonnyip ap sinajoey xne 3108y 11 op

sonbiyoods uou JINEJ SOP 92AE 2N[IP 182 OV H USY e ¥y 10 10y A-YTH sa42wn4321 Sap uo1d219p ap 211ul] 12 21101192dS LT TANOIA

dd AIH 424

< <
750 v B0 - (1270 17220 .. (260 T T .. [60C -
dals 8702/1 ¥7201/1 21G/1 0G2/1 821/1 %9/1
< L
oL S N LI O S I " " 2 e LI L. S e )
70 "l fZoe . [5o°G "SI " 67T N - 909" L
v
2e/1 o1/1 8/1 /1 2/ /1

SOWdd/E0VH




69

"D SOIUBAIA SIN[[90 $9] Ins s)re] Juos sayderd sof snoJ, "9snear s A-N[.] op omenjeoenul agenbiewr o ‘sony[oo

sop uonesijrqesuriod s91dy UOIIR[NUIS 9P SAINSY SAIIUISP SIo1) $9f suep (Ju/STi(7) SeIgUIen) S9[ 99A. 9910[00 }o ([un/BrT) 816905y 1 apndad

9] 09Ae (' urp[ayaig ap 20uasud us) Do/ ¢ 10 samay 9 yuepuad sopnuuns 150 OV H 2oudy ¥ ‘Uorp[num}sal oxruisp ey saxde / molny YOI no
SIE0 -V TH 249wuna321 np uosioy v] 12 €90 prr aprydad np sonbufioads , pq0) I Sa]njjao ap 2014302 f> uo1ouof vy a.43uz uov]ay 81 THANOIA

E_w_ Eridl MH __w_ﬂ{ Sl 14 BRIl OH ey

0l al

0l

oL,
6€0

al ok L0l
wf

f

96 0

I?Dl El:ll

M ¢ | nuIns uoN



70

Détection par tétramére HLA-DR0101/HA3p6.315 de cellules prolifératives en réponse
a une stimulation antigénique avec le peptide HA36.315 (Figure 19). 7

Des cellules HA03 (2.5%) sont diluées dans des PBMC du méme donneur. Ces
cellules, colorées au CFSE, sont stimulées avec le peptide HAj306.313. Au bout de sept
jours de stimulation, les cellules sont colorées avec le tétramere HLA-
DRO101/HAz06.313. La lignée prolifere en réponse a la stimulation antigénique
comme on peut le voir par la diminution de la fluorescence pour le CFSE (Le CFSE
est un colorant intracellulaire dont la quantité est partagée entre les deux cellules
filles a chaque division cellulaire). On détecte 20% de cellules CFSE™. La plupart
des cellules tétrameéres positives ont proliféré. On remarque également une
prolifération des cellules Tet” non négligeable qui pourrait étre expliquée par une
prolifération non spécifique diie a la production d’IL-2 par les cellules CD4. Nos

tétrameéres permettent donc d’identifier des cellules qui proliférent en réponse a un

antigéne.
Tet HA Tet TT NS
- 010308.016 - 010308017 - 010308013
E E E E ’ E E
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FIGURE 19. Identification par tétrameres de cellules HA03 qui proliférent en réponse
a une stimulation avec le peptide HAzps.315. La lignée HAO3, colorée au CFSE et
stimulée avec (a) lé peptide HA3p6.318 (1pg/ml) (b) le peptide TTg3p.843 (¢) ou non
stimulée pendant 7 jours, est marquée avec les tétrameres (20pg/ml) pendant trois
heures & 37°C. Les cellules, colorées avec un anti-CD4 PerCP 30 minutes a 4°C, sont

ensuite analysées au FACS en focalisant sur les cellules CD4" vivantes.
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Compétition de 'interaction du tétramere HLA-DR0101/HA306.318 avec le TCR par
des anticorps anti-TCR et anti-CD4 (Figure 20).

Pour valider la spécificité de la liaison de nos tétrameres au TCR, nous avons
observé I’effet d’anticorps anti-TCR et anti-CD4 sur la liaison du tétramere HLA-
DRO0101/HA3¢p6.318 aux TCR de la lignée HAO3. Etant donné que les interactions
TCR/CMH-peptide sont dynamiques et qu’un complexe CMH-peptide se dissocie et
s’associe au TCR continuellement, il était important de déterminer 1’ordre dans
lequel les tétrameres et des anticorps monoclonaux (mAb) doivent étre incubés pour
obtenir le pourcentage de compétition maximal. Trois conditions ont été testees: (1)
incubation pendant trois heures des tétraméres et des mAb, (2) incubation pendant
30 minutes des mAb puis ajout des tétrameres pendant trois heures et (3) incubation
pendant trois heures des tétrameéres avant ajout des mAb (30 minutes). Tous ces tests
ont été réalisé a 25°C, température faisant un compromis entre la température
optimale de la liaison du tétramére (37°C car c’est a cette température que la
constante de dissociation de I’interaction du complexe CMH-peptide et du TCR
refléte le plus 1’affinité du tétramére pour le TCR) et celle des mAb (4°C pour éviter
I’internalisation des récepteurs). Les mAb utilisés sont (a) un anticorps anti-TCR
PAN (qui reconnait un épitope monomorphique commun a tous les TCR), (b) un
anticorps anti-VB3 (qui reconnait un épitope des cellules T ayant réarrangé la région
variable VPB3) car le répertoire sélectionné par le complexe HLA-DRO101/HAj306-315
est majoritairement VB3 et (c) un anticorps anti-CD4, clone Leu3a, qui reconnait un
épitope du domaine D1 du CD4. Dans tous les cas de figure, quand les tétrameres
sont incubés aprés les mAb on obtient des pourcentages d’inhibition plus importants
que dans les deux autres approches. Bien que les anticorps aient des affinités
beaucoup plus importantes pour le TCR ou le CD4 que le complexe CMH-peptide
(10"°M contre 10"M), c’est quand les tétraméres sont mis en premier que I’on a le
moins de compétition: I’avidité gagnée par la tétramérisation permet a la liaison
tétramere-TCR de résister a la compétition avec les mAb. Nos données ont donc
montré que la liaison du tétramére au TCR est bloquée par des mAb anti-TCR et
anti-CD4 et que la meilleure inhibition est obtenue quand la coloration avec les

anticorps anti-TCR et anti-CD4 précede la liaison des tétrameres.
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FIGURE 20. Inhibition de la liaison du tétramére HLA-DR0101/HA3p6.318 au TCR par

des anticorps monoclonaux anti-TCR et anti-CD4. La lignée HAO3 est incubee
pendant 3 heures a 25°C avec des tétrameres HLA-DRO101/HA3p6318 (10pg/ml)

avec ou sans anticorps anti-TCR PAN, anti-VB3 et anti-CD4. En (A), les tétrameres

et les mAb (25ug/ml) sont incubés simultanément pour trois heures. En (B), les mAb

(25pg/ml) sont d’abord incubés pour 30 minutes puis les tétraméres sont ajoutés

pour trois heures. En (C), les cellules sont d’abord incubées avec les tétrameres pour

trois heures puis avec les mAb (25pg/ml) pour 30 minutes.
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3. OPTIMISATION DES CONDITIONS DE COLORATION DE CELLULES
T CD4" PAR LE TETRAMERE HLA-DR0101/PEPTIDE.

Effet de la concentration en tétraméres sur la coloration de la lignée cellulaire
HAO3 spécifique du peptide HAs05.315 (Figure 21). '

La coloration de la lignée HAO3 avec des doses croissantes de tétrameres (2.5ug/ml
a 120pg/ml) nous a montré que I’on était capable de détecter des cellules specifiques
de HA36.3153 avec une concentration de tétraméres aussi faible que 2.5ug/ml: en effet
le pourcentage de cellules tétraméres positives reste le méme (environ 70%) quelle
que soit la concentration utilisée. Par contre, a faible concentration de tétrameres
(2.5pg/ml), la coloration de la lignée nous permet de différencier plusieurs

populations ayant une affinité différente pour les tétrameres. A forte concentration

haut et

en tétraméres, il n’est plus possible de séparer les populations tétrameres
tétrameres”: les populations tétraméres™, de plus faible affinité, sont alors saturées
par les tétraméres. La concentration 20pg/ml est déja une concentration saturante:
des doses supérieures de tétraméres ne permettent pas d’augmenter le niveau de
fluorescence des cellules tétraméres positives. Il est aussi important de noter qu’en
augmentant la concentration de tétraméres, on voit la fluorescence des cellules Vp3*
Tet” diminuer pour le VB3. On peut donc imaginer que les tétraméres sont
internalisés avec le TCR aprés qu’ils aient intéragi ensemble. La coloration avec
’anticorps anti-VB3 se faisant aprés I’incubation avec les tétraméres, il y a moins de
récepteurs TCR pouvant étre marqués par le mAb anti-TCR. Une autre hypothese est

qu’il y a encombrement stérique. On pourrait s’en assurer en regardant si le CD3 est

internalisé ou non.

Cinétique de coloration de la lignée cellulaire HA03 avec les tétrameres HLA-
DR0101/HA3z06.318 a 37°C (Figures 22 et 23).

L’incubation de la lignée HAO3 avec les tétrameres pour une durée variable (de une
a cing heures) a 37°C nous montre qu’au bout de 1 heure toute les cellules sont
colorées et que leur nombre n’augmente pas méme si le temps d’incubation est plus

long. A 20pg/ml de tétraméres (concentration saturante) et un temps
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d’incubation de une heure, on est capable de distinguer les différents clones qui
composent la lignée HA03. Les cellules les moins affines ne sont donc pas saturées
en tétrameéres. Par contre au bout de trois heures d’incubation, on n’a plus qu’une
seule population tétrameére-positive, population dont le niveau de fluorescence est
élevé. A 20pg/ml de tétrameéres, il n’est donc pas nécessaire de colorer les cellules
pour une durée supérieure a trois heures. Par contre a faible concentration en
tétraméres (2ug/ml), une coloration de une heure ne permet pas de capter toutes les
cellules tétrameéres positives et donc plus le temps d’incubation est long (minimum
trois heures) meilleure est la coloration.k Le phénomeéne d’internalisation du
complexe tétramére-TCR est visible dés la premiére heure de coloration. II suffit,
pour s’en apercevoir de comparer le temps d’incubation une heure dans I’expérience

faite avec 2pug/ml de tétrameres avec celle faite avec 20pg/ml de tétrameres.

Nombre maximum de cellules spécifiques du peptide HAzp.313 détectables par les
tétrameres HLA-DR0101/HA3p6.315. (Figure 24).

Pour évaluer le nombre de cellules qui peuvent &tre marquées par une concentration
en tétrameéres de 20pug/ml, un nombre croissant de cellules (de 10° cellules & 10°
cellules) de la lignée HAO3 a été incubé pendant trois heures a 37°C avec les
tétrameres HLA-DRO101/HA306.313. Vingt png/ml de tétrameéres est une concentration
largement suffisante pour colorer un million de cellules (on détecte dans tous les cas
le méme nombre de cellules Tet"). Cette concentration reste cependant non
saturante, ce qui explique que 1’on ne puisse distinguer plusieurs populations

d’affinité différente.
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Coloration de la lignée cellulaire HAO3 par les tétrameéres HLA-DRO0101/HA306.315
en fonction de la température (Figure 25).

On sait que les interactions CMH/peptide-TCR sont fortement dépendantes de la
température. Il était donc intéressant de voir si, en diminuant la température
d’incubation des tétrameéres, il y allait y avoir moins de formation de complexes
tétramere-TCR stables et donc une coloration par les tétrameres de la lignée plus
faible. La lignée a donc été marquée avec les tétrameéres (20pg/ml) a 37°C et 4°C. En
ce qui concerne les cellules V3" Tet’, on én détecte a peu pres 26% quelle que soit
la température d’incubation. Mais & 37°C, le marquage est beaucoup plus intense
qu’a 4°C et permet donc de mieux distinguer les populations Tet" des populations
Tet". Par contre on détecte beaucoup plus de cellules VB3 Tet” a 37°C qu’a 4°C.
Comme on 1’a vu auparavant, les cellules VB3 Tet” semblent étre de plus faible
affinité (et donc avoir une constante de dissociation plus rapide) que les clones Vp3*
Tet". A 37°C, température favorable aux interactions CMH-TCR, il y a formation de
plus de complexes tétramere-TCR, donc il y a plus de cellules V3~ Tet™ qu’a 4 °C
(46% au lieu de 26%). Par contre les cellules VB3 Tet", de plus forte affinité, sont
moins influencables par la température et sont aussi bien détectées a 4°C qu’a 37°C.
L’incubation avec les tétrameres a 37°C améliore donc I’intensité de la coloration
des cellules antigéne-spécifiques résultant principalement en une meilleure
séparation des populations Tet” et Tet et permettant de détecter les cellules de faible

affinité.
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4. IMPORTANCE DU CO-RECEPTEUR CD4 DANS L’ INTERACTION DES
COMPLEXES TETRAMERIQUES HLA-DR0101/PEPTIDE AVEC LE TCR
(Figure 26).

Pour déterminer la contribution du récepteur CD4 dans la liaison du tétramere au
TCR, nous avons comparé les effets d’un panel d’anticorps anti-CD4, reconnaissant
des épitopes différents, sur la fixation du tétramére HLA-DRO101/HAj306.315. La
lignée HAO3 est incubée pour 30 minutes & 4°C avec les anticorps (10pg/ml, Spg/ml
et 1pg/ml) puis trois heures a 25°C avec les tétrameres (10pg/ml). Tous les anticorps
ont un effet inhibiteur (plus ou moins prononcé) sur la liaison du tétramere au TCR.
Afin de mieux évaluer le role du CD4 dans la fixation du tétramere, tous les
anticorps ont été dosés sur des PBMC (Données non montrées). Nous avons alors
refait une deuxiéme série d’expériences avec les mémes anticorps mais & trois
concentrations non saturantes comme déterminées par titration. Ces expériences ont
été faites a 37°C dans le but d’augmenter la coloration par les tétrameres et donc de
mieux pouvoir observer notre effet inhibiteur. L effet inhibiteur est identique quelles
que soient les conditions de coloration. Le pourcentage maximal d’inhibition (40%)
est obtenu pour les anticorps Leu 3a, B66 et 101.69 (Tableau 7). Nous n’avons pas
observé de coloration avec un tétramére HLA-DRO0101 lié avec un autre peptide que
le peptide HAjp6.315 ce qui indique que 1’anticorps anti-CD4 ne change pas la

spécificité de notre tétramere.
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% Tet' No Ab - % Tet" Ab

% Tet" No Ab
Inhibition de
mAbs Epitope la liaison du
tétramere
LEU3a | D1 (35-47) 40.58 %
B66 D1 (39-43)(45-47)(48-52)(99-105) 38.96%
L68 D1 (19-20) 29.77%
L112 D1 (39-52) 17.49%
101.69 D1 (39-43) (45-47) D4 (370-375) 40.18%
L117 D2 (121-123) D4 (349-356)(370-375) 2.25%
MT405 D3 (277-280) 21.61%
L120 D3 (220-226) D4 (349-356) 29.70%

TABLEAU 7. Identification des épitopes de la molécule de CD4 responsables de

I’interaction avec les tétraméres de CMH classe 1I.



DISCUSSION ET CONCLUSION

1. Production des complexes HLA-DR/peptide.

Afin d’étudier la réponse antigéne-spécifique des cellules T CD4', nous avons
généré des tétrameéres de CMH de classe II (HLA-DRO0101, -DR1501, -DR0301 et
DRO0401). Ces molécules permettent une analyse directe et trés précise de cette
réponse par la technique de cytométrie en flux.

Une des limites pour developper un tel outil étant la faible efficacité de production,
nous avons choisi de produire des molécules recombinantes liant de fagon covalente
le peptide antigénique. Cette stratégie permet de contourner le probleme de
I’instabilité des molécules de CMH de classe II vides ainsi que le fait que ces
molécules soient chargées avec des peptides endogenes qui doivent étre ensuite
échangés avec le peptide désiré. De nombreuses études ont montré que le linker
permet la liaison du peptide dans la poche peptidique, assure la stabilisation de la
molécule de CMH de classe II et n’empéche pas la reconnaissance du complexe
CMH/peptide par le TCR (74,129,137). Tous les peptides sélectionnés (HA, TT,
pp65-1, pp65-2 et IE1) peuvent se lier au quatre molécules HLA-DR choisies. Nous
avons également opté pour un systéme de production eucaryote plutdt que bactérien
pour éviter toutes les étapes de renaturation des protéines. Notre systeme de
production est bien établi et est contr61é a chaque étape par des tests de qualite et de
quantification. Une quantité moyenne de 0.5mg de protéines est obtenue pour un
litre de culture ce qui nous procure une quantité importante de complexes
tétramériques pour faire des analyses. En respectant les conditions optimales de
coloration par les tétrameéres que I’on a déterminées (2 X 10° cellules colorées avec
20pg/ml de tétrameéres dans un volume final de 15ul et ce & 37°C pendant trois
heures) (Figures 21-25), nous pouvons ainsi effectuer 1000 tests. Le fait de produire
des molécules liant de fagon covalente le peptide antigénique ne représente pas un
facteur limitant car notre vecteur d’expression est extrémement flexible et permet de

cloner en une seule digestion n’importe laquelle des molécules de CMH de classe 11
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avec n’importe lequel des peptides. La production d’un nouveau tétrameére prend

deux mois (en comptant le clonage, la transfection des cellules S2 et la production).

2. Fonctionnalité des tétrameres HLA-DR/peptide.

Nos molécules de CMH de classe II ont une bonne conformation et le linker ne géne
ni la reconnaissance du complexe CMH/peptide par le TCR, ni la liaison du peptide
dans la poche peptidique. En effet, le tétramere HLA-DRO101/HA306.318 migre en gel
SDS-PAGE, dans des conditions non dénaturantes, sous une forme compacte
(Résultats non montrés). De plus, des cellules transfectées avec une molécule HLA-
DRO0101/HA306.313 membranaire et liant de fagon covalente le peptide sont colorées
par D’anticorps 1243, anticorps reconnaissant un épitope conformationnel de la
molécule de CMH de classe II (Résultats non montrés). Nous avons réalisé un test
fonctionnel montrant que nos molécules de CMH de classe II pouvaient stimuler une
lignée cellulaire générée au laboratoire et un clone spécifique du peptide HAzp6.318
(Figure 10). Ces cellules peuvent étre stimulées in vitro par des cellules DAP et Hela
transfectées par la construction HLA-DRO101/HA36.315. Les cellules DAP et Hela
transfectées avec la molécule vide n’ont pas d’activité a moins qu’elles ne soient
chargées avec le peptide HAjg6.315. De plus, le fait d’ajouter du peptide sur les
cellules transfectées avec la molécule HLA-DRO101/HAjz¢6.313 n’augmente pas la
prolifération des cellules T ce qui est un signe que nos molécules recombinantes sont

capables d’induire une réponse maximale.

3. Spécificité des molécules HLA-DR/peptide.

Les tétrameres ayant une forte avidité pour les cellules T, il pourrait y avoir une
réaction croisée avec une cellule T non spécifique. Par conséquence, le nombre de
cellules T spécifiques d’un certain épitope serait surestimé du fait de la

contamination par des cellules non spécifiques.



86

Le tétrameére HLA-DRO101/HA306.318 marque la lignée cellulaire HAO3 et le clone
jurkat CH7C17 dont le TCR est spécifique du peptide HA3p6.313 présenté dans le
contexte HLA-DRO0101 (Figure 16). Ce complexe tétramérique permet de détecter
des cellules a une fréquence aussi basse que 0.25 % comme déterminé dans
I’expérience de dilution de la lignée dans des PBMC (Figure 17). Pour s’assurer que
la fixation du tétrameére est bien restreinte par la molécule HLA-DR, nous pourrions
utiliser des anticorps anti-HLA-DP ou anti-HLA-DQ et voir si la fixation du
tétrameére HLA-DR est bloquée ou non.

En faisant varier la concentration en tétrameres, le temps de coloration ou le nombre
de cellules colorées, on constate que 1’on marque toujours le méme pourcentage de
cellules avec les tétrameéres. Ces résultats démontrent la spécificité de nos molécules
recombinantes (Figures 21-25). Dans certaines conditions, différentes populations
ayant un niveau de fluorescence plus ou moins glevé peuvent étre distinguées.
Jusqu’a présent, les études utilisant les tétrameéres n’ont été réalisées que sur des
clones de forte affinité. Le fait d’utiliser des PBMC montre que les tétrameres
permettent de distinguer des populations de différentes affinités (Figures 21-25). La
variation dans 1’intensité de la coloration avec les tétrameres peut étre expliquée de
deux maniéres: (a) une différence du niveau d’expression des molécules du TCR qui
n’est pas détectable par un anticorps anti-TCR mais qui est détectable par un
complexe tétramérique CMH/peptide ou (b) un taux de dissociation de I’interaction
TCR/CMH-peptide qui est 1égérement plus élevé pour les clones de faibles affinités
entrainant un niveau de fluorescence plus faible. Pour tester cette derniére
hypothése, il serait judicieux de mesurer I’affinité du TCR des différentes sous-
populations de la lignée cellulaire HAO3 dans des tests de BIAcore. En se plagant
dans des conditions non saturantes (faible concentration en tétrameéres, temps
d'incubation court et/ou une forte concentration cellulaire), les clones de faible
affinité peuvent étre distingués des clones de forte affinité. Nous avons constate que
dans le contexte de la lignée cellulaire HA03, les clones VB3" sont les plus colorés
par les tétraméres. Plusieurs études ont montré qu’il existait un lien direct entre
I’affinité du TCR et la coloration avec les tétrameéres (74,138,139). Une étude

réalisée in vivo a montré, grice aux tétrameéres, que dans le cas d’une infection



87

murine avec Listeria monocytogenes, ce sont les cellules les plus affines qui sont

sélectionnées au cours du temps (123). Nous menons actuellement une étude sur

1’établissement des cellules mémoires dans le cas de la réponse contre 1’influenza sur
un individu pour lequel nous avons produit des lignées cellulaires durant trois ans.

Cette étude permettra de déterminer si les cellules les plus affines constituent bien

une population de cellules mémoires. Nous avons trié par cytométrie en flux les

cellules VB3 de différentes affinité dont le phénotype devra étre établi.

Un autre paramétre important pour la liaison du tétramere au TCR est la température

a laquelle se fait la coloration. Nous avons comparé deux températures: 4°C et 37°C,

Un des facteurs le plus important pour déterminer ’interaction d’un ligand pour son

récepteur est la constante de dissociation ou Ko : pour un méme TCR, les phases de

dissociation du ligand de son récepteur sont plus lentes & 37°C qu’a 4°C (26). Dans
le cas de la lignée HAO3 :

- On colore le méme nombre de cellules Tet” VB3" 4 37°C qu’a 4°C. Par contre la
coloration est plus intense & 37°C: le Ko de la réaction étant plus lent a 37°C, les
TCR sont plus saturés et donc le niveau de fluorescence de la coloration avec les
tétrameres est plus fort

- On colore plus de cellules Tet” VB3~ a 37°C qu’a 4°C. A 37°C, cette population
est entierement marquée par les tétraméres mais elle a un niveau de fluorescence
plus faible que la population Tet” VB3™: elle semble étre moins affine. Ces
cellules ont donc un K plus élevé que les cellules Tet" VBS+ et ne sont pas
toutes marquées par les tétraméres a 4°C.

Whelan et al. ont montré que la température 37°C est plus stringente, en ce qui

concerne la liaison du tétramere, que la température 4°C : en effet, a 4°C, un certain

nombre de cellules non spécifiques peuvent étre colorees (140). Cela ne semble pas

&tre notre cas puisque nos tétraméres colorent moins de celulles a 4°C qu’a 37°C. Par

conséquent, nous disposons d’un outil trés spécifique (Figure 25).

En jouant sur la température d’incubation, le temps d’incubation et/ou sur la

concentration en tétrameéres utilisée, on constate également qu’il y a une diminution

de la fluorescence des cellules en ce qui concerne le VB3 (Figures 21-25). Deux

hypothéses peuvent expliquer ce phénoméne: (a) il y a un encombrement stérique
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entre le tétramére et ’anticorps anti-VPB3 pour la fixation au TCR (b) le TCR est
internalisé aprés fixation du tétramére. Pour valider ou éliminer la deuxiéme
possibilité, on pourrait regarder si le CD3 est lui méme internalisé ou bien on
pourrait marquer les cellules & 4°C pour abolir tout phénomene d’internalisation
(mais comme on vient de le voir, ¢’est une température qui ne permet pas de bien
colorer les cellules de faible affinité). Cameron ef al. ont montré que, lors de la
détection des cellules avec les tétrameres, les tétraméres sont internalisés (137).

Une autre fagon de s’assurer de la spécificité de la liaison de nos tétraméres a €t¢ de
corréler la fonction des cellules T avec la coloration par les tétrameres. On a constaté
que toutes les cellules qui proliferent suite a une stimulation antigénique sont Tet".
Pour ce qui est de la production d’IFN-y, on a constaté que toutes les cellules
colorées par les tétraméres ne produisent pas d’IFN-y: ceci suggere que des cellules
tétraméres positives ne sont pas forcément des cellules effectrices. D autres €quipes
ont établi la méme constatation (141, 142). Par cohtre, toutes les cellules produisant
de I'TFN-y ne sont pas détectées par les tétrameres. Ce fait ne remet cependant pas en
cause la validité de notre outil : on peut penser qu'aprés 6 heures de stimulation
antigénique a 37°C, il y a eu internalisation du TCR, notamment pour les clones les
plus affins. C’est pourquoi on ne retrouve pas les clones Tet" les plus hauts en
fluorescence (que 1’on avait dans la condition « non étimulé ») quand on regarde la
production d’IFN-y (Figure 18).

Afin de s’assurer de la spécificité de la coloration avec les tétrameres, nous avons
compétitionné la liaison du tétramére avec des anticorps anti-TCR et anti-CD4.
Quand les anticorps sont incubés avant les tétrameres, il y a effectivement une
diminution de la coloration par les tétrameres. La spécificité de nos tétrameres est

une fois de plus confirmée (Figure 20).
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4. Role du co-récepteur CD4 dans la liaison du tétramére au TCR.

Nous avons testé un panel d’anticorps anti-CD4 reconnaissant différents épitopes de
la molécule CD4. Nos résultats montrent que les anticorps anti-CD4 bloquent la
coloration avec les tétrameres, et ce de fagon plus ou moins forte selon 1’anti-CD4
utilisé. Les anticorps qui reconnaissent un épitope dans le domaine D1 de la
molécule CD4 sont les plus efficaces pour compétitionner la liaison du tétramere au
TCR. Seul I’anticorps L117 n’inhibe pas la liaison du tétramére : cet anticorps
reconnait un épitope du domaine D2 de la molécule CD4. Le fait que tous les
anticorps inhibent la liaison du tétrameére au TCR alors qu’ils reconnaissent des
épitopes différents suggere un probleme d’encombrement stérique (Figure 26 et
tableau 7). Pour s’assurer que 1’effet observé n’est pas dii a I’internalisation du TCR,
il faudrait faire I’expérience 4 4°C.

Nos données ne peuvent pas statuer sur la participation du co-récepteur CD4 a la
liaison du tétrameére au TCR. Pour réellement évaluer le role du co-récepteur CD4, il
faudrait colorer des cellules CD4". D’autres études ont montré que le CD4 ne jouerait
pas un r6le dans la liaison du CMH de classe II au TCR mais qu’il serait par contre
nécessaire plus en aval: il faudrait qu’il y ait une interaction stable TCR/CMH pour
que le co-récepteur CD4 soit recruté (14,74). 11 a, par contre, été montré que le co-

récepteur CD8 jouait un rdle critique dans la liaison du tétramere au TCR (143,144).

En conclusion finale, nous avons mis au point un outil trés important pour I’étude de
la réponse anti-virale a médiation cellulaire. Les tétraméres ont de nombreuses
applications, notament pour 1’étude des maladies infectieuses telles que le SIDA et
I’hépatite C ainsi que des maladies autoimmunes telles que la polyarthrite et la
sclérose en plaque. En outre, ils peuvent étre aussi utilisés pour étudier la réponse
anti-cancer de méme que pour effectuer le suivi de la réponse immunitaire aprés

vaccination.
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Amplification de la chaine HLA-DRJ3

5’ DRBF’/Spe I :
5" TC# 7~ ©'VG GGA GGT GGC TCT GGT GGT GGT GGT TCG CGA CCA CGTTTCTTIG ¥’

s L VvV G G G $ G G G G S R P R F L
5 > - ---3
Fin du linker HLA-DRB1*0101
Domaine 1

3" DRBF/Pvu Il
3 AAG GACTCG ACTTTAC (1" (TG GTG TAA 5’

F L S * N A A D H I

5 - aaZBS» < 3

HLA-DRB1*0101
Domaine cyto

Amplification de la chaine HLA-DRao

5’ DRalpha
5 CCTC ATCTGT TTC ATC GAC AAG 3’

L 1 C F I D K
aa 107

5 < -3

HLA-DRA*0101
Domaine o2

3’ DRalphabio
3’ GGA GAG GGT CTC TGA TGT CTC CCT AGG GAC GTA GTA TAA GAC CTA CGT GTC 5°
P L P E T T E G S L H H I L D A Q

5,__ aa 193>‘ - »3’
HLA-DRA*0101 Séquence de biotinylation
Domaine a2
3° TTT TAC CAC ACC TTA GTA GCT ATT "1t A4 CGCG 5°

K M V W N H R * R S A
5 < > <« 3

Séquence de biotinylation




XX1ii

4

Insertion d’un site Mlu I

5'Mlul

5> GGG GAC A4 (/T CCACGT TICTIGTGG 3’

GCT GGG GAC ACC CGA CCA CGT TTC TTG TGG CAG CTT
A G D T R P R F L W Q L
5 ) 4 aal _——3
Leader HLA-DRB1*0101
Domaine 1

3’ CCCCTG 74t o~ GGT GCA AAGAACACC §°

3’Mul il

Clonage du linker

R G G G G 8§ L VvV G G G

5 "7 GGA GGT GGA GGC TC» 74 171G GGA GGT GGC ¥ 5 linker
3 linker 3’ AT AC CCT CCT CCG AGA CCA CCA CCA CCAAGCGC 5
L v .G G G S G G G G S
Clonage du peptide HA
R P K Y V K Q N T L K L A
5’ (i {77 CCC AAG TAT GTC AAA CAG AAT ACC CTA AAACTG GCG + 3’ 5°HA
3’HA 3’ # GGG TTC ATA CAG TTT GTC TTA TGG GAT TTT GACCGC Tt Git" 5

P K ¥ vV X Q N T L K L A T

Elimination du site Mlu I

R I P K Y V K Q N T L K L A

5 CGCiin " CC AAG TAT GTC AAA CAG AAT ACC CTA AAACTG GCG 4 3’ 5’HAEcoR 1

3’HAMIuI 3’ ¢ 124 GGG TTC ATA CAG TTT GTC TTA TGG GAT TTT GACCGC 14t & &’

I P XK Y V K Q N T L K L A T



Régions hypervariables amplifiées par les amorces 5° EcoDRb et 3’ BamDRb

66 Sacl
66 HgiA |
66 Ecl1361 306 BstUi
66 Bsp12861 228 Ncil 305 Sacll
66 Banli 228 Msp | 305 Dsal
38 Haell 228 Hpall 282 Avall
39 Ecod7 i 137 Mbo It 206 Tag! 281 PpuMii
33 Nia il . Msel 193 Ple! 263 Scal 321 Sfel
25 Nlaiv 100 193 Hinf | 260 BsiY | 321 Psti 376 Bsud6 |
10 Eco571 63 Espl i 174 Nsil 228 Benld 281 EcoO1091 358 Bsg |
1 1 11 1 1 I} 1 i 1 I 1 1 ] 1 {
1
HLA-DRB1*0101 400 base pairs Unique Sites
66 Sac!
66 HgiA |
66 Ecl1361 376 Bsu361
66 Bsp12861 373 Fokl
39 Haell . 321 Sfel 368 Plel
39 Eco47 Il | 282 Avall 361 NspB Il
33 Nlaill 161 Ban| 281 PpuM | 360 Bbv i
18 BsaJ | 66 Banll 161 Asp718 281 Eco01081 358 Bsg!
10 Eco57 1 63 Espl 137 Mbo Il 206 Taql 256 SfaN| 321 Pstl 368 Hinf t
1.1 11 1 | 1 1 ] [ | | Y
HLA-DRB1*0301 400 base pairs Unique Sites
306 Bstu |
228 Ncil 305 Sacll
228 Msp | 305 Dsal
66 Sac| 228 Hpall 282 Avall
66 HgiA | 228 Benl 281 PpuM |
66 Ecit361 206 Taql 281 EcoO1091 376 Bsu36 |
66 Bsp12861 137 Mbo i 201 HinP | 263 Scal 358 Bsg |
66 Banll 1 201 Hhal 260 BsiY 1 321 Sfel 368 Piel
10 Eco571 63 Espl 114 BspM | 166 BsaA | 256 SfaN't 321 Pstl 368 Hinfl
] 1 L1 i 11l i 1 ] | 111
i R i
HLA-DRB1*0401 400 base pairs Unique Sites
66 Sac!
66 HgiA | 2684 Rsal
66 Ecl1381 264 Csp6 1l 321 Sfel
66 Bsp12861 263 Scal 321 Pstl
66 Banll 228 Ncil 305 Sacil
39 Haell 228 Msp | ... 302 Sau%6 i
39 Ecod7 Il 228 Hpall 288 EcoN| 376 Bsu36 |
33 Nlaly 228 Benl k| 371 Mmel
10 Ecob571 63 Espl 137 Mbo It 206 Taqg | 256 Hgal 305 Dsal 358 Bsgl
| [ I ! 1 1 I i1 I 1 [ 1
HLA-DRB1*1501 400 base pairs Unique Sites

Profil de digestion des molécules HLA-DR0101, -DR1501, -DR0301et -DR0401 par

les enzymes Afl II/Xba I (A), Xem I(X), Kpn I (K) et Mse I (M).

DRI1

A X KM

DR2

A X KM

DR3

A X KM

DR4

A X KM

XX1V
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pMToaDRhis,fDR1

Clonage du linker et du
peptide HA en N-term
de la chaine

pMToDRhis,BDR 1/linker/HA

Miul Miul

5” HAEcoR 1
3’ HAMlu 1

pMTaDRhis,BDR1/linker/HA

EcoR I Mlul

5 Mlu/ 3> Mlu
5’HA/ 3’ HA

Introduction du site de
biotinylation en C-term
de la chaine a

3’ DRalphabio

pMTaDRbio,BDR1

pMToaDRbio,fDR1/linker/HA

Insertion de la GFP pour controler
le niveau d’expression du classe II

pCVaDRbio,BDR1/linker/HA

Changement du HLA-DR

Digestion
Spe I/ Stul
pCVaDRbio,DR2/linker/HA

pCVaDRbio,fDR3/linker/HA
pCVoaDRbio,fDR4/linker/HA

Digestion
Stu I/ Mlu I

DR1
DR2
DR3
DR4

Changement du peptide

Digestion
EcoR I/ Mlu I

pCVaDRbio,fDR1/linker/TT
pCVaDRbio,fDR1/linker/IE1
pCVaDRbio,DR1/linker/pp65-1
pCVaDRbio,fDR1/linker/pp65-2

Digestion
Stu /Mlu I

HA
TT

IE1
pp65-1
pp65-2
vide



5’PU
3’PR
5’DRBF’/Spe 1

3’DRBF/Pvu ll
5’DRalpha
3’DRalphabio

5’Mlul

3I’Mlu I

5’HA

3’HA
5’HAEcoR 1
3’HAMIu I
5’TTEcoR I
3'TTMIu I
5’pp65-1EcoR 1

3’pp65-1Mlu I

5’pp65-2EcoR 1
3’pp65-2Mlu I
5’IE1EcoR 1

3IEIMIul

5’EcoDRb
3’BamDRb

5’ GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA 3’
5’ CAGGAAACAGCTATGAC 3

5’ TCACTAGTGGGAGGTGGCTCTGGTGGTGGTGGTTCGCGACC
ACGTTTCTTG 3’

5" AATGTGGTCAGCTGCATTTCAGCTCAGGAA 3°
5 CCTCATCTGTTTCATCGACAAG ¥’

5° GCGCAGATCTTTATCGATGATTCCACACCATTTTCTGTGCATC
CAGAATATGATGCAGGGATCCCTCTGTAGTCTCTGGGAGAGG 3’

5’ GGGGACACGCGTCCACGTTTCTTGTGG 3’

5" CCACAAGAAACGTGGACGCGTGTCCCC ¥

5° CGCGTCCCAAGTATGTCAAACAGAATACCCTAAAACTGGCGA 3°

5° CGCGTCGCCAGTTTTAGGGTATTCTGTTTGACATACTTGGGA 3’

5’ CGCGAATTCCCAAGTATGTCAAACAGAATACCCTAAAACTGGCGA 3’
5° CGCGTCGCCAGTTTTAGGGTATTCTGTTTGACATACTTGGGAATT 3’

XXVi

22-mer
17-mer

51-mer

30-mer

22-mer

85-mer

27-mer
27-mer
42-mer
42-mer
45-mer

45-mer

S’ AATTCAGTATATAAAAGCAAATTCTAAATTTATAGGTATAACTGAAA3Z’ 47-mer

5’CGCGTTTCAGTTATACCTATAAATTTAGAATTTGCTTTTATATACTG 3’

5> AATTCCCGAAATGATATCCGTACTGGGTCCCATTTCGGGGCACGTG
CTGA Y

5° CGCGTCAGCACGTGCCCCGAAATGGGACCCAGTACGGATATCATTT
CGGG 3’

47-mer

50-mer

50-mer

5’AATTCAGGCCGGCATCCTGGCCCGCAACCTGGTGCCCATGGTGGCTA 3’ 47-mer
5’CGCGTAGCCACCATGGGCACCAGGTTGCGGGCCAGGATGCCGGCCTG3’ 47-mer

5’ AATTCAGATTAAGCTTCGAGTGGACATGGTGCGGCATAGAATC
AAGGAGA ¥

5 CGCG TCTCCTTGATTCTATGCCGCACCATGTCCACTCGAACCT
TAATCTG 3’

5’ CGGAATTCATGGTGTGTCTGAAGCTC 3’
5> CGGGATCCATACACAGTCACCTTAGG 3’

50-mer

50-mer

26-mer

26-mer



HA306-3 18

HLA-DR0101
HLA-DR1501
HLA-DR0301
HLA-DR0401

T’1-‘830-843
HLA-DRO0101

HLA-DR1501
HLA-DRO0301
HLA-DR0401

PP65-1409.023

HLA-DRO101
HLA-DR1501
HLA-DRO0301
HLA-DR0401

PPO5-2488.501

HLA-DRO101
HLA-DR1501
HLA-DRO0301
HLA-DR0401

IE1 088-102

HLA-DRO0101
HLA-DR1501
HLA-DR0301
HLA-DR0401

Motifs d’ancrage déterminé avec 1’algorithme de Rammensee (130).
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HLA-DRB1*0101 Position relative

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

Rélsiduos - GB86 FBB QB70 LB“ P[}13 ng DB57
polymorphiques RB71 AB74
Y78
Résidus Y,V, X X L,A, X AG, X X L, A,
d’ancrage L, F, LV, S, T, LV,
LA, M, P N,F,
M, W N, Q Y
aro. ali. ali.
ali. pol. aro.
no + pol
HLA-DRB1*1501 " Position relative
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
Résidus . VBS6 Rm_o, Qmo R513 PBll IB67 WB9 DBS7
polymorphiques AB71 )
Résidus L,V, X X FY, X X LL, X T
d’ancrage I I V.M
F
ali. hydrophobe pol. pol.

aro. no-



HLA-DRB1*0301

Position relative

XXIX

P1 P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 P9
RéISIdUS " V[386 S p13 QB7O SB“ Sﬁ13 EB 9D[357
polymorphiques LB71 RB74
Y78
Résidus L, 1, X X D, X K, R, X X Y, L,
d’ancrage FM E E, Q F
\% N
ali. ali.
aro.
pol.
HLA-DRB1*0401 Position relative
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
Résidus ‘ GBSG HBB QB70 VBll HBB LB67 EB9 Dﬁ57
polymorphiques KB71 Aﬁ74
Ypos
Résidus F,Y, X X Fw, X N, S, Pol. X K
d’ancrage W, 1, LL, T, Q, Chg.
LV, V, A, H,R Al
M D,E
aro. ali. ali.
ali. Aro. pol.
pol.
pol -.

noR, K



