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Résumé

La présentation des peptides antigéniques aux cellules T CD4+ se fait a I'aide des
molécules de classe [I du CMH. La chaine invariante (li) est nécessaire & une bonne
association dans le réticulum endoplasmique et une maturation adéquate de ces
molécules. De plus, un motif de ciblage présent dans la queue cytoplasmique de Ii permet
la migration du complexe vers les endosomes ou il y aura échange peptidique. Chez
’humain, les principales isoformes sont [ip33 et lip35. Cette derniere est connue pour

avoir un role particulier : lip35 posséde une extension de la queue cytoplasmique. de 16
acides aminés contenant un motif (RXR) de rétention au réticulum endoplasmique
permettant une meilleure maturation des CMH de classe [1. Malgré que son rdle ne soit
pas bien caractérisé, la dérégulation de son expression semble avoir un impact dans le
développement de certaines pathologies telles que le diabéte juvénile et certaines
leucémies. Nous avions donc comme objectif de développer des outils permettant la
caractérisation fonctionnelle de lip35. Nous avons tout d’abord produit un anticorps
polyclonal contre la queue cytoplasmique de Iip35. L’immunoge’nicité’ a été augmentée
par le couplage de ce peptide a la protéine KLH (Keyhole Limpets Hemocyanin) et par
1"utilisation de I’adjuvant de Freund. Les anticorps polyclonaux produits se sont avérés
trés efficaces puisque nous avons obtenu un titre de 5000 en immunobuvardage. De plus,
nous avons produit deux lignées de souris transgénique [ip33 et Iip35. Les geénes humains
lip33 et Iip35 ont été insérés dans le vecteur murin pDOI-6. L’expression des genes se
fait sous le controle d’un promoteur inductible présent uniquement dans les cellules
présentatrices d’antigénes. Pour ce faire, nous avons optimis¢ la séquence de Kozak en
amont du géne lip35 permettant ainsi d’augmenter 1’efficacité de fixation du ribosome.
Les ¢cDNA utilisés étaient mutés a4 un des codons de départ permettant 1’expression
exclusive de soit Iip33 ou lip35. Le criblage par PCR a confirmé I'intégration de Iip33 et
1ip35 chez respectivement trois et cinq des souris injectées. Nous avons ensuite déterminé
que jusqu’a 38% des lymphocytes B sanguins exprimait Iip35. Ces outils seront trés
utiles pour apporter des informations sur le role de Iip35 dans les rhaladies autoimmnunes

et permettre d’avancer les recherches thérapeutiques.
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Abstract

MHC class II are the predominant molecules implicated in the CD4+ T cell antigenic
peptide presentation. The MHC class IT functionality needs the presence of a chaperone
protein called the invariant chain (Ii). The MHC class II assembly and maturation is
facilitated by de presence of Ii. The cytoplasmic tail of Ii contains a targeting motif that is
important for the migration of the complex to the endosomes where the peptide exchange
takes place. In humans, the most important isoforms of Ii are lip33, and lip35. Iip35
possesses a 16 amino acid extension of the cytoplasmic tail characterized by the presence
of a retention motif (RXR). The function of lip35 is not well understood, but the
deregulatién of Iip35 expression seems to cause some diseases like type 1 diabetes and
leukemia. We thought that the development of tools to study its function could therefore
" be useful. First, we produced a poiyclonal antibody against the cytoplasmic tail of Iip35.
The immunogenicity was increased by the peptide linking with KLH (Keyholé Limpets
Hemocyanin) and using Freund adjuvant. The efficiency of the antibodies was measured
by Western Blot where we obtained a titer of 5000. Next, we engineered fransgenic mice
that express lip33 and lip35 isoforms. Iip33 and [ip35 human genes were inserted in the
murin vector pDOI-6. The genes expression is under the control of an inducible promoter
only present in antigen presenting cells. The optimization of the Kozak séquence in front
of lip35 gene will increase the ribosome fixation efficiency. lip33 and lip35 cDNAs were
mutated for the unique expression of each gene. The screening of the tranégenic mice was
done by PCR method and we obtained three lip33 and five lip35 transgenic mice. The
lip35 expressfon rate in B-cells was measured and up to 38% was positive. This tool will

be really useful for further research and helping to understand autoimmune diseases.
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1.0 Introduction

L’évolution animale a permis la générati‘on d’un systéme de défense interne extrémement
complexe : le systtme immunitaire. Celui-ci est composé¢ de différents organes et cellules
spécifiques a son fonctionnement et nécessaires contre tous les types d’attaques possibles,
qu’elles soient bactériennes ou virales. Un systéme de surveillance anti-tumoral en fait

méme partie.

L;action du systtme immunitaire est tres complexe. Cette action est divisée en deux
principales réponses soit la réponse innée qui est la premiére a réagir contre I’agresseur et
la réponse spécifique, aussi appelée acquise, qui est déclenchée lorsque la réponse innée
ne parvient pas a éliminer le pathogene. Ces deux types de réponses travaillent
conjointement pour réagir contre les envahisseurs microbiens. Par exemple, lorsqu’un
microorganisme pathogéne pénétre dans le corps soit via la peau, les muscles ou le sang,
des cellules présentes aux sites d’infection activeront une série de réactions dans le but
d’éliminer I’envahisseur. Les cellules qui font partie de la réponse innée sont des
phagocytes tels les neutrophiles, les monocytes et les macrophages. D’autres ont un réle
dans inflammation et sont appelés des granulocytes. Les basophiles, éosinophiles et les
cellules NK (Natural Killer) en font partie 1,1). Certaines de ces cellules ont pour
appellation cellules présentatrices d’antigene (CPA). Ces cellules phagocytent les
antigénes pour ensuite les dégrader en peptides. Ces peptides seront par la suite associés a
des protéines membranaires, les molécules du complexe majeur d"histocompatibilités
(CMH), qui présenteront les peptides aux lymphocytes T. Les macrophages, les
lymphocytes B et les cellules dendritiques sont les principales cellules présentatrices
d’antigéne. La phagocytose est donc le lien qui unit la réponse immunitaire innée a la

réponse acquise (1-3).

Les principaux acteurs de la réponse immunitaire acquise sont les lymphocytes B et T.
Ces cellules circulent dans le corps.a la recherche de leur antigéne spécifique. Les
cellules B peuvent lier directement 1’antigéne par leurs récepteurs membranaires : des

immunoglobulines de surface tandis que les lymphocytes T nécessitent I’apprétement de
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I’antigéne pour sa reconnaissance. Les récepteurs membranaires des lymphocytes T
(TCR) ne reconnaissent qu’une séquence peptidiqué de D’antigéne. Cette séquence
peptidique est présentée par les molécules du CMH (1,2). L’immunité acquise se divise
en deux principales réponses : la réponse humorale et la réponse a médiation cellulaire.
La réponse humorale est déclenchée par I’activation des lymphocytes B et menera vers
leur différenciation en plasmocytes. La production d’anticorps par les plasmocytes est au
centre de la réponse humoréle. Les cellules B sont activées selon deux différentes voies
dépendammént du type d’antigéne présent. La présence d’antigénes thymodépendaﬁts ou
thymoindépendants discriminera le type de réponse. La différence se situe dans la
nécessité d’action directe des cellules T auxilaires (celluleé TH).. L’activation des
lymphocytes B se fait 1’aide de deux signaux : la liaison a I’antigene et I’activation par la
signalisation de cellules T CD4+ (antigenes thymodépendants). Ces cellules dites
auxiliaires sont activées par I’entremise des CPA. Les CPA préséntent a leur surface des
peptides liés aux molécules de classe II du CMH. Cette association entre le TCR et le
CMH de classe II est spécifique et engendre I’activation et I’expansion clonale des
lymphocytes T CD4 +. 11 y a par la suite la libération de cytokines qui serviront dans
I’activation des lymphocytes B. La réponse & médiation cellulaire implique plutét les
lymphocytes T CD8+ dits cytotoxiques. Ces cellules constituent la surveillance cellulaire
par excellence puisque leur fonction est d’éliminer toutes cellules infectées ou
démontrant des signes de déréglements intra-cellulaires. Les cellules T CD8+ s’associent
aux molécules de classe I du CMH. Ces molécules sont exprimées de fagon ubiquitaire a
la surface des cellules de 1’organisme. Une fois les lymphocyte T CD8+ activés, ils se
différencient en CTL (Lymphocyte T Cytotoxique) qui ont un rdle cytotoxique. Leur
activation dépend de 1) la liaison spécifique du TCR au CMH I, 2) du signal de
cdstimulation par CD28-B7 et 3) de I’interaction avec Iinterleukine-2. Le déclenchement
de I’apoptose des cellules infectées implique la formation d’un conjugué entre la cellule
cible et le CTL. Il y aura, par la suite, dissolution de la membrane de la cellule cible suite

au contact de granules (perforines et granzymes) sécrétées par le CTL (4).
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I'enfigéne st dégracd en pentides
‘.-f"“\\ Un peptide est présenté

avec la moleculs

J2em

Le TCR w= fixe au complexe
antigéna/CMH classe B

Signaux introce lulaires

Figure 1.1: Présentation antigénique par les molécules de CMH IT au TCR des cellules T CD4+.

Les molécules du CMH II sont exprimées a la surface des cellules présentatrices d’antigéne. Elles
présentent des peptides exogénes qui ont été apprétés. Une fois a la surface le complexe peptide-CMH sera
reconnu par un TCR spécifique (adapté de Boeck-Westmael (127)).

1.1 Les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)

La découverte du complexe majeur d’histocompatibilité provient d’études sur le rejet de
greffes. Les chercheurs avaient observé une diminution des rejets de tissus chez des
individus ayant un fond génétique similaire ou identique (jumeaux). D’ou I’appellation
complexe majeur d’histocompatibilité. Les génes responsables de ces rejets furent
identifiés dans un locus hautement variable qui codait pour des glycoprotéines
membranaires. Chez I’humain le CMH prend le nom de HLA (pour Human Leucocyte

Antigen) alors que chez la souris, il se nomme H-2 (pour histocompatibility-2)(5-7).

Le complexe HLA est situé sur le bras court du chromosome 6 et comprend trois sous
régions principales de génes : les classes I, les classes 11 et les classes III. Les molécules
de classes Il ne sont pas impliquées directement dans la présentation antigénique mais

codent par exemple pour certaines protéines du complément. La région de classe I
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comprend les génes HLA-A, HLA-B et HLA-C alors la région de classe II est composée
des génes HLA-DR, -DP, -DQ, -DM et -DO (8).

1.1.1 : Les molécules classe | du CMH.

Les génes de classe I codent pour la chaine a de la glycoprotéine. La chaine B appelée B,-
microglobuline est codée sur un chromosome différent de la chaine a, le chromosome 15.
La chaine a contient trois régions: une région extracellulaire, une région
transmembranaire et une région cytoplasmique. Le domaine extracellulaire comporte
trois domaines : les domaines al et a2 qui forment la niche peptidique, le domaine a3
associé par un lien non covalent a la B,-microglobuline (Figue 1.2). La chaine lourde
glycosylée a un poids moléculaire de 44 kDa alors que la chaine B, de 11.5 kDa (9-11).
Les peptides présentés sont de provenance endogéne et sont associés a la protéine TAP
dans le réticulum endoplasmique. La niche peptidique lie des peptides d’environ 8 a 10
acides aminés. Les molécules de classe 1 du CMH sont exprimées de fagon ubiquitaire

dans les cellules somatiques et le niveau d’expression varie en fonction des tissus (12).

Figure 1.2: Structure des molécules de classe 1 et Il du CMH.

Représentation des molécules HLA de classe | et de classe II. |llustration des domaines luminaux formant
la niche peptidique, des domaines transmembranaires et cytoplasmique des molécules de classe 1 et de
classe [T du CMH (tiré de 13).
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1.1.2 : Les molécules de classe Il du CMH classiques.

Les molécules de classe II de structure hétérodimérique sont composées de deux chaines, -
une chaine o et une chaine B. Chacune d’elle comprend une région extracellulaire, une
région transmembranaire et une queue cytoplasmique (Figure 1.2). Les molécules de
classe Il du CMH dites classiques sont composées des molécules HLA-DR, HLA-DQ et
HLA-DP chez I’humain. Chez la souris, le complexe est appelé H-2 et est composé des
molécules I-A et I-E. HLA-DR est I’isotype humain le plus documenté et est la premiére
structure tridimensionnelle des molécules de classe II du CMH & avoir été résolue.
D’autre part, ces glycoprotéines transmembranaires ont un poids total de 55-60 kDa. La
chaine a, dite lourde, a un poids moléculaires de 31-34 kDa alors que la chaine P, dite
légeére, de 26-29 KDa. Les domaines al et B1 composent la niche peptidique ou le peptide
antigénique sera logé et présenté a la surface de la cellule (14). Le peptide provient
généralement du milieu extracellulaire et est d’une longueur de 11 a 20 acides aminés
(12). Contrairement aux molécules de CMH de classe I, les molécules de classe I ne sont
pas exprimées de fagon ubiquitaire. Leur expression est plutdt restreinte aux cellules
présentatrices d’antigéne. Ces cellules sont spécialisées dans 1’apprétement 'et' la
présentation des antigénes extracellulaires. Les CPA sont les cellules B, les macrophages

et les cellules dendritiques.

1.1.3 Le transactivateur des molécule de classe Il : CIITA

Puisque les molécules de classe II sont exprimées seulement dans certains types
cellulaires (les CPA), I’organisme contréle leur expression de fagon stricte. CIITA est un
activateur direct de 1’expression des génes HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DM,
HLA-DO et de la éhaine invariante (li). Une série de protéines doivent se lier aux
différentes parties du promoteur pour activer la transcription des génes de classe I1. Ce
qui discrimine 1’expression cellulaire est la présence de CIITA. Il est exprimé chez les
CPA et peut étre induit par différents facteurs comme I’INF-y (Figure 1.3). CIITA est
reconnu pour sa spécificité car il est de loin le contrfleur majeur de la transcription des

génes pour la présentation antigénique par les molécules de classe II (15).
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Promoteur CMH de classe I

Figure 1.3 : Activation de ’expression des génes des molécules de classes II par CIITA

Shématisation de ’action du transactivateur CIITA et des facteurs de liaison a I’ADN permettant la
régulation de I’espression des molécules de classe [l du CMH (tiré de 128).

1.1.4 Molécules non-classique des classes Il : HLA-DM et HLA-DO

Les molécules de classe II du CHM sont reconnus comme des protéines trés
polymorphiques dites classiques. Cependant, 1’activation par le transactivateur CIITA
provoque I’expression des molécules de classe II non-classiques : HLA-DM et HLA-DO.
Leur appellation « non-classique » vient de leur faible polymorphisme. Contrairement
aux molécules HLA classiques, leur fonction ne se situe pas dans la présentation des
peptides antigéniques aux lymphocytes T. Dans le cas de HLA-DM, dont la structure
cristalline a été résolue, il a été suggéré que la niche peptidique soit inadéquate pour
permettre la liaison de peptides (16). De plus, ces molécules ont un polymorphisme trés
limité. Leur role est toutefois important et se situe au niveau de 1’échange peptidique.
HLA-DM favorise la liaison de peptides exogénes dans la niche peptidique des molécules
de classe II en catalysant I’échange du CLIP (peptide endogéne provenant de la liaison de

la chaine invariante). Son role est trés important du fait qu’en son absence la présentation
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antigénique est altérée (16). HLA-DO a une fonction moins connue. Nous savons par
contre que cette molécule s’associe avec HLA-DM pour inhiber sa fonction d’échange
peptidique. Au niveau cellulaire, ces molécules se situent principalement dans les
compartiments tardifs de la voie endocytaire ou elles rencontreront les molécules de

claése II classiques (16,17).

1.1.5 Fonctions des molécules classiques de classe Il

1.1.5 a) Présentation des peptides exogenes par les molécules de classe [l
(traité en détail dans la section 1.3) :

Le role majeur des molécules de classe II du CMH se situe au niveau de la présentation
des peptides exogenes. Les molécules de classe II sont des protéines hétérodimériques
synthétisées dans le réticulum endoplasmique (RE). Lors de leur synthése, elles
s’associent a la chaine invariante qui protége la niche peptidique de la liaison de peptides
endogenes présents dans le RE. Ii sert aussi de chaperon permettant aux molécules de
former le complexe nonamérique et assurant sa migration vers les endosomes ou des
peptides exogenes seront li€s. Une fois a la surface, les molécules de classe 11 du CMH
présenteront les peptides antigéniques aux cellules T auxiliaire (Ty). Cette réponse
permet aux lymphocytes T CD4+ (Ty) d’aller activer les lymphocytes et de permettre
leur différenciation en plasmocytes sécréteurs d’anticorps (voie Ty2) De plus, une fois
activés, les lymphocytes T CD4+ vont, en plus, intere}gir avec les macrophages et les

lymphocytes T CD8+ (18,19).

1.1.5 b) Sélection thymique :

Un autre role important des molécules de classe II se situe au niveau de 1’éducation des
lymphocytes T dans le thymus. Elles ont un réle primordial dans la discrimination entre
le soi et le non-soi. Les cellules T présentes dahs le thymus subissent une sélection tres
stricte ou seulement un faible nombre d’entre elles parviendront a la circulation

périphérique. Premi¢rement, il y aura une sélection positive : la survie des thymocytes
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dépendra de la capacité des récepteurs TCR a reconnaitre les molécules du CMH. Par la
suite, les thymocytes qui reconnaissent le CMH et leAs peptides du soi seront détruits; il
s’agit de la sélection négative. Ces deux sélections se font a I’aide du méme ligandv. La
force de liaison permet la discrimination. Une faible affinité les molécules du CMH avec
les peptides du soi provoquera la survie des cellules. Cette éducation est trés importante
puisque si certains lymphocytes T reconnaissant des peptides du soi ne sont pas éliminés,
il y aura des lymphocytes T autoréactifs Cjui pourront causer des pathologies auto-

immnunes (20).
1.2:La présentation antigénique

Puisque les TCR ne peuvent reconnaitre I’antigéne dans sa forme native, celui-ci se doit
d’étre apprété et présenté par des molécules du CMH. Dépendamment de sa provenance,
il sera présenté par un CMH différent. Les peptides endogénes qui sont présents dans le
réticulum endoplasmique de la cellule, par exemple lors d’une infection virale, seront
présentés par les molécules de classe I du CMH. Alors que les peptides exogenes
provenant de la phagocytose seront présentés par les molécules de classe II du CMH. Une
réponse différente sera engendrée selon le type de CMH utilisé. Les CMH de classe I
activeront les lymphocytes T cytotoxique (CD8+) qui détruiront les cellules infectées
alors que les CMH de classe II activeront les lymphocytes T auxiliairé (CD4+) qui
pourront induire deux types de réponses 1) la réponse Tyl qui contribuera au maintient
de ’inflammation et de 1’action les cellules T CD8+ 2) la réponse Ty2 qui menera vers

une production d’anticorps par les plasmocytes (21).

1.2.1 La présentation antigénique par les molécules de classe | du
CMH

Lors d’une infection par un organisme intracellulaire, il a présence de peptides
antigéniques dans la cellule. Les virus par exemple, utilisent la machinerie cellulaire pour
leur synthése protéique. La présence de protéines étrangéres dans le cytoplasme provoque
le déclenchement de la réponse cellulaire contre 1’envahisseur. Ces protéines seront

‘dégradées en peptides par le protéasome. Ensuite, les peptides seront transportés au
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réticulum endoplasmique (RE) par des protéines de transport TAP (Transporters
associated with Antigen Processing) (21,22). Une fois dans le RE, les peptides seront par
la suite clivés par une aminopeptidase, la protéine ERAAP (ER Aminopeptidase
Associated with antigen Processing). Cette protéine semble essentielle a I’apprétement
des peptides présentés par les molécules de classe 1 (126). Les peptides s’associeront a la
niche peptidique des molécules de classe I du CMH. C’est dans le RE que ces molécules
sont synthétisées et ce a ’aide de certaines protéines chaperon (calnexine, calréticuline)
qui assureront le bon repliement de la molécule. Les domaines o synthétisés séparément
de la f2-microglobuline vont s’associer. Une fois que le complexe a lié le peptide, il va
migrer vers la surface permettant ainsi la présentation aux cellules T CD8+ (Figure 1.4)
(23).

Figure 1.4: Schématisation de [a présentation antigénique par le CMH de classe 1.
(tiré de 35).

1.2.2 La présentation antigénique par les molécules de CMH de
classe Il

Les molécules de CMH II sont synthétisées dans le RE et forment un complexe
nonamérique avec la chaine invariante (li). Trois chalnes a seront associées a trois

chaines B et a un trimére de la chalne invariante. Le domaine de trimérisation est situé
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dans la partie luminale de Ii 18. Celle-ci trimérise avant méme de s’associer aux

molécules du CMH II (figure 1.5) (24).

Domame himmal
de mménsation
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Figure 1.5 : Mode¢le de trimérisation de la chaine invariante

Dans ce modéle, I’association des Ii en trimére se fait avant leur liaison avec les molécules af. La région
transmembranaire semble initier la trimérisation (Tiré de 25).

Ii est une glycoprotéine membranaire de type II et joue un réle majeur dans la
présentation antigénique. Elle assure le bon repliement des molécules du CMH 11 dans le
réticulum et permet une glycolysation adéquate de ces molécules (26). De plus, Ii a un
role de chaperon et s’assure du transport du complexe CMH I1-1i vers I’appareil de Golgi
et les endosomes griace a la présence de motifs de ciblage présents dans sa queue
cytoplasmique (27). L’association de cette chaine est importante puisque qu’elle se lie a
la niche peptidique des CMH 1I pour prévenir la liaison de peptides endogenes (28). La
séquence d’acides aminés de Ii liant la niche peptidique est appelé le CLIP (Class II
associated Ii chain peptide) et permet la discrimination entre la voie endogéne (CMH 1)

et la voie endosomale (CMH ) de la présentation antigénique (29).

De plus, les endosomes sont des compartiments cellulaires importants dans I’apprétement
des antigénes exogénes. Ces compartiments sont caractérisés par leur milieu acide et par
la présence de protéases. Celles-ci dégradent les protéines exogénes provenant de
I’endocytose en peptides qui pourront se lier aux molécules de classe II du CMH (30).
Dépendamment du type cellulaire, différentes cathepsines y seront retrouvées. Dans les
CPA, on observe principalement la présence de la cathepsine S (31) alors que dans les
cellules épithéliales du cortex thymique, la cathepsine L est prédominante (32). Les

cathepsines présentes dans les endosomes ont une fonction catalytique et dégradent
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graduellement Ii (31). Lorsque le complexe CMH II-Ii migre vers les endosomes, une
protéolyse s’effectue avec I’acidification de ces compartiments (Figure 1.6). Seulement
une séquence d’au plus 20 acides aminés correspondant aux résidus 8§1-104 (CLIP) de Ii

demeurera li€e dans la niche peptidique (30).
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Figure 1.6: Dégradation de la chaine invariante

La dégradation graduelle de la chaine invariante se fait par des protéases présentes dans les endosomes (tiré
de 33) :

Le CLIP sera, par la suite, délogé de la niche peptidique soit par un mécanisme
d’autorelargage et/ou avec I’aide de la molécule HLA-DM. Ces molécules absentes de la
surface cellulaire s’accumulent dans les compartiments endosomaux et modulent
I’échange peptidique (16). La présence de HLA-DM n’est pas indispensable, sa nécessité
dépend des alléles des molécules de classe II. Un CLIP avec une forte affinité pour le
dimére aff aura besoin de I’action de HLA-DM pour étre délogé mais une faible affinité
du CLIP permettra & celui-ci de se libérer sans I’action de HLA-DM (34). L’action de

cette derniére peut étre interrompue par la présence de HLA-DO. Celle-ci s’associe avec
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HLA-DM et contrevient a I’échange peptidique. Lorsque le peptide a remplacé le CLIP,
les molécules de CMH II se rendent a la surface cellulaire pour ensuite initier I’activation
des cellules T CD4+ en se liant au TCR spécifique au complexe peptide-molécule de
classe II du CMH (Figure 1.7).

Figure 1.7: Schématisation de la présentation antigénique par le CMH de classe-1I

Voie de présentation antigénique impliquant I’entrée des antigénes par endocytose. Les CMH II sont
synthétisées dans le réticulum endoplasmique et sont associées 4 la chalne invariante. Le complexe afli
migre vers le Golgi et par la suite vers les endosomes tardifs. La chaine invariante est dégradée
graduellement avec ’acidification de ces compartiments. Seulement le CLIP reste associé¢ a la niche
peptidique. HLA-DM module, a ce niveau, I’échange peptidique avec un peptide exgogene présent dans les
endosomes. Le complexe HLA de classe 11 chargé d’un peptide sera transporté vers la surface cellulaire.
(Tiré de 35).

Cependant, des études récentes ont démontré que la présentation des peptides exogenes
n’était pas exclusive aux molécules de classe II. Certains peptides exogénes provenant
d’endocytose ou de phagocytose s’associeraient aux molécules de classe 1. Ce
phénoméne nommé la présentation croisée a permis d’expliquer pourquoi la présence de
certains pathogénes exogénes activaient la voie cellulaire cytoxique (CD8+). La fusion
des phagosomes avec certains compartiments cellulaires provoquerait un compartiment
ou les échanges peptidiques se feraient autant avec les molécules de classe I que les

molécules de classe I1 (3).



1.3 : La chaine invariante

1.3.1 Structure de la chaine invariante.

Ii est une protéine non-polymorphique de type 1l. La particularité des proféines de type 11
est que le domaine terminal NH, est cytoplasmique alors que le domaine terminal COOH
est luminal. La forme la plus importante est composée de 216 acides aminés. Cette
protéine posseéde trois régions, une région cytoplasmique, une région transmembranaire et
une région luminale (19). La partie luminale de la protéine contient deux sites de
glycolysatidn sur 1’arsparagine 114 et 120. Une fois glycosylée, cette isoforme a un poids
moléculaire de 33 kDa sur un gel de polyacrylamide SDS-PAGE. Son nom lip33 provient
de cette caractéristique. La glycosylation rend la molécule plus résistante a la dégradation

par les protéases, mais n’influence pas I’assemblage des molécules dans le RE (36,37).

Chez I’homme, on retrouve quatre isofofmes de la chaine invariante : lip33, lip35, lip41
et lip43., Ces iéoformes proviennent du méme ARN messager. La production d’une
isoforme en particulier dépénd de Pinitiation de la transcription. La forme p33 est
produite par la liaison du ribosome au deuxieme codon AUG, alors que la forme p35
contient une extension de 16 acides aminés de la queue ‘cytoplasmique di a la fixation du
ribosome a I’AUG en amont (38-40). La prédominance de I’isoforme p33 vient du fait
que la séquence devant le 2e AUG est plus propice a la fixation du ribosome. Cette
séquence est appelée la séquence de Kozak (ACCATG) (41). Les autres isoformes sont
produites par épissage alternatif : lip41 et lip43 possédent un exon supplémentaire paf

rapport a p33 et p35 (Figure 1.8)



25

li Humain

MHRRRSRSCREDOK PVHDDORDMISNNEQLPRHGR

lip33 NH,—— TP g — COOH

lipdl NH, — T —icTieL - ovg— COOH

lipds  NHy————— o —fcripR el COOH

lipdd  NH,——— Aokl coon
Trimérisation

Figure 1.8: Représentation des quatre isoformes de la chaine invariante

L’initiation alternative de la transcription génére deux ARN messagers différents. Chacun de ces ARNm
subira ['épissage alternatif et il en résultera deux isoformes différents. Les arginines soulignés sont
responsables de la rétention dans le réticulum. La sérine 8 est phosphorylée dans le réticulum et permet la
sortie des molécules. Ces motifs sont présents chez les isoformes lip35 et lip43. Les boites en noirs
présentes dans la séquence protéigue correspondent aux motifs de ciblage de types di-leucines présents
chez toutes les formes. Les sites de glycolysation sont indiqués prés de la région du CLIP. Les régions de
trimérisation et I’exon 6 des isoformes p41 et p43 sont représentés (tiré de 125).

Lors de sa synthése dans le réticulum endoplasmique la Ii trimérise pour ensuite
permettre aux hétérodimeres aff de s’y associer. Les sites de trimérisation sont reconnus
pour étre situés dans la région luminale de la chaine invariante. L’hélice @ en amont de
I’exon 6 est responsable de la trimérisation de la molécule. Certaines études ont démontré
que des fragments correspondant aux acides aminés 118 a 194 de la chaine invariante

sont suffisants pour tnmériser entre eux (42).
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Figure 1.9 : Structure du domaine de trimérisation

Domaine de trimérisation de la région luminale correspondant aux résidus 118-192 est illustrée sous forme
squelettique. L’échelle de couleur du blanc au rouge correspond aux résidus plus ou moins conservés. (Tiré
de 43).

Cependant, des études de mutagénése sur des résidus hydrophiles ont démontré que la
région transmembranaire semble aussi jouer un role important dans la trimérisation de la

chaine invariante. De plus, la partie N-terminale de i semble efficace pour trimériser en
I’absence de I’hélice a (44,45).

Figure 1.10: Modéle trimérique du domaine transmembranaire de [i

Structure de la région transmembranaire montrant les résidus Tyr33, GIn47, Thr49, Thr50 et Tyr52
impliquée dans la trimérisation. (Tiré de 45)
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1.3.2 Fonctions de li dans I’'assemblage et le transport des CMH II.

Lors de la syntheése des hétérodiméres af, leur association avec la chaine invariante
contribue a leur assemblage efficace et stable. La région CLIP de Ii se fixe a la niche
peptidique empéchant ainsi les peptides endogeénes de s’y lier mais assure aussi le
repliement adéquat des molécules (46,47). Les dimeres aff préformés sont associ€s a une
protéine présente dans le RE, la calnexine. Cette association retient les molécules dans le
RE jusqu'a ce que le nonamére afli soit complétement assemblé. Ensuite, la calnexine se
libére du complexe et laisse celui-ci sortir du RE. La présence de Ii est donc
g\énéralement nécessaire & la sortie du complexe du RE (48). De plus, il a été démontré

qu’en absence de Ii les molécules de classe Il du CMH s’agrégent dans le réticulum (49).

1.3.3 Ciblage intracellulaire des complexes apli

En plus de son activité de chaperon, Ii est responsable du ciblage des CMH de classe 11
vers I’appareil de Golgi et les endosomes. Une fois assemblé, le complexe nonamérique
‘(aBIi)B se dirige vers le Golgi ou il sera glycosylé. Ii possede un motif de type di-leucine
situé dans sa région cytoplasmique. Une leucine et isoleucine se retrouvant
respectivement a la position 7 et 8 compoéent le premier signal. Le deuxiéme motif
contient une méthionine et une leucine a la position 16 et 17 (50). Des résidus acides
situés devant ces motifs sont requis pour le ciblage vers les endososme (51). Lors de la
mutation de ces résidus, on retrouve les complexes principalement en surface et leur
demi-vie est plus longue. De plus, le mécanisme de transport du complexe vers les
compartiments endosomaux n’est pas encore clairement défini. Certains groupes ont
méme démontré que 1’absence du complexe de clathrine provoquerait une accumulation
de Ii en surface (52,53). De plus, la trimérisation des molécules semble avoir une
importance pour le ciblage du complexe vers les endosomes. Une forme tronquée de la
chalne invariante aura un phénotype similaire que la mutation du motif. Par contre,
l’absence de ciblage vers les endosomes ne semble pas nuire a la présentation

antigénique. Les molécules de classe II du CMH peuvent étre réinternéalisées et lier des
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peptides antigéniques. La présence de ce sighal pourrait avoir I’effet d’augmenter

I’efficacité de la présentation antigénique (54).

1.3.4 Réle de li dans la maturation des lymphocytes B

Ces derniéres années, une étude a rapporté que Ii aurait un réle important dans le
développement et la maturation des lymphocytes B. Les différents groupes de recherche
ne s’entendent pas sur ’action précise de Ii et comment elle interviendrait dans la

maturation des cellules B.

Le groupe de Shachar a publié plusieurs étudés sur I’importance de la queue
cytoplasmique. Il a établi un modele stipulant que, lors de sa protéolyse, i libérerait son
domaine N-terminal dans le cytoplasme. Ce domaine pourrait activer directement ou
indirectement des facteurs de transcription associés aux génes éxprimant NF-xB.
L’expression de ces facteurs permet par la suite d’activer la maturation des lymphocytes
B (Figure 1.10). Selon cette ¢tude, le fragment correspondant aux acides aminés 1-42 .
serait suffisant pour activer 1’expression de NF-xB (50,55). Par contre, la protéolyse de la

queue cytoplasmique est nécessaire a I’induction de la différentiation des cellules B (56).
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Figure 1.11: Modéle d’activation de NF-xB par la protéolyse de la queue cytoplasmique de li

Le fragment de 1-82 est formé avec la protéolyse graduelle lors de Ia maturation des CMH de classe I1.
(Stade I). Clivage du domaine transmembranaire libérant la région 1-42 et migration vers le noyau
induisant directement et in directement I’expression NF-xB. (Stade II). (Traduit de 57).

Cependant, d’autres groupes ont mis en doute ces derniers résultats. Bendelac et Ploegh
ont étudié ce phénomeéne avec un modele de souris déficientes pour li-/- et I4-B-/-. Ils ont
observé que les cellules B parvenaient a maturation (58,59). L’impact de la chaine

invariante sur la différentiation des lymphocytes B demeure toujours a confirmer.

1.4 : La chaine invariante p35

1.4.1 : Fonctions et particularités de lip35

Chez I’humain, les CPA expriment des isoformes spécifiques de la chaine invariante.
1ip35 et 1ip43 ne sont pas exprimées chez la souris et le rat. Ces isoformes possedent une
extension cytoplasmique de 16 acides aminés. Nous allons, dans ce mémoire, nous
concentrer sur I’isoforme lip35. i est une molécule exprimée en excés dans les cellules

présentatrices d’antigénes. L’isoforme p35 représente 20% de molécules exprimées dans
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une cellule donnée. L’extension de la queue cytoplasmique présente chez cette isoforme

apporte certaines propriétés supplémentaires a la chaine invariante (60).

Iip35 a un rdle de rétention dans le réticulum endoplasmique. Les triméres de Ii ne
peuvent sortir du RE puisqu’un motif de rétention de type di-arginine (R-X-R) se
retrouve a la position 3-X-5 (61,62). Cette rétention ne peut étre contrecarrée que par
I’association du trimére avec les molécules du CMH II. Un seul isoforme p35 présent
dans un trimére est nécessaire pour retenir le complexe (63). Des études récentes de notre
laboratoire ont démontré que seule la chaine B est essentielle au masquage et qu’une
forme tronquée de cette chaine possédant seulement trois résidus cytoplasmiques prés de

la région transmembranaire est suffisante pour rétablir la sortie du complexe (64).

La rétention des protéines au réticulum endoplasmique peut étre envisagée de deux
fagons : soit par la présence d’un signal provoquant le retour des protéines qui ont migré
au Golgi ou soit par un motif qui empéche la sortie de la protéine. Le motif di-arginine R-
X-R fait partie du premier type de rétention. Son role serait d’assurer le bon assemblage
et le repliement adéquat des protéines retenues. Ce motif di-basique est caractéristique de
certaines protéines autre que Ii: des protéines tel le récepteur GABA ou NMDA
possédent aussi ce motif (65,66). Le transport rétrograde des protéines implique leur
association avec les vésicules COP-1. De plus, la protéine adaptatrice 14-3-3 serait

impliquée dans la libération des molécules (67) (Figure 1.13).
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Figure 1.12: Modéle de régulation de la sortie des protéines par 14-3-3

La protéine 14-3-3 se lie se au motif arginine de la protéine et la retient au RE jusqu’a ce qu’elle soit
assemblée correctement et que le motif soit masqué. Les protéines correctement assemblées seront
exportées par COPII alors que les sous-unités protéiques qui aurait sorti du RE y seront retournées par
COPI (Tiré de 68).

La chaine invariante p35 posséde deux résidus sérines a la position 6 et 8. Ces sérines ont
la particularité d’étre phosphorylées (69). Cette modification permet la fixation de 14-3-3
qui est nécessaire a la sortie des complexes du RE. La sortie du complexe afli du

réticulum semble donc étre contrdlée par la phosphorylation de Iip35 (38).

1.4.2 : Phénotype relié au déséquilibre du ratio de I’expression de
lip33 et de lip35

D’autre part, I’expression des isoformes semble important dans le maintient de
I’homéostasie immunitaire. Certaines études ont démontré qu’en 1’absence de la chaine
invariante lip35, les nanomeres CMH I1-1ip33 tendent a se rendre directement a la surface
cellulaire avant de rejoindre les endosomes (70). Ceci ayant comme impact une
augmentation du nombre de molécules de classe II du CMH a la surface n’étant pas

chargées de peptide antigénique. En plus, un changement dans le ratio entre les deux
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isoformes montre une différence dans le temps et le moment de la sortie du RE. La
présence de lip3S influence la qualité et la complexité de la glycolysation puisqu’elle
permet un passage plus lent dans le Golgi. Effectivement, puisque dans les cellules
exprimant exclusivement I’isoforme p33, les molécules démontrent' une résist.ance a
I’endoglycosidase H et ont des patrons simples de glycosylation (61,71). Le ciblage vers
différents compartiments, le taux de liaison peptidique et la vitesse de dégradation
endosomale vont étre touchés indirectement par les différents sucres (70,72). De plus, le
transport intracellulaire des complexes a été montré plus rapide en présence de lip33
seulement alors qu’il est trés lent avec les complexes contenant que lip35 (73).
L’influence du taux d’expression des isoformes semble étre importante au niveau de la

présentation antigénique.

1.4.3 Les pathologies associées a lip35

Différentes pathologies humaines ont été associées a I’expression inadéquate de lip35. La
leucémie est un premier exemple. Le groupe de Veenstra a démontré que l5expression de
Iisoforme p35 était augmentée dans des cellules de patients atteints de leucémie
lymphocytaire chronique : CLL (Chronic Lymphocytic Leukemia,(74)). L’effet de la
surexpression de lip35 n’est pas a ce jour précisé, mais une diminution de la présentation
des antigenes tumoraux pourrait expliquer la persistance de 1a maladie. Un excés de lip35
peut saturer la capacité de phosphorylation engendrant une augmentation de la rétention

des CMH de classe I au niveau du réticulum (75).

L’effet de la diminution de I’expression de lip35 a en plus été reliée a une autre
pathologie trés répandue : le diabéte de type 1. Le groupe de Faust a démontré que des
cellules de patients diabétiques expriment un faible taux de lip35 et que la transfection de

cette protéine dans ces cellules restaurait les défauts de présentation antigénique (76).
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1.5 : Les souris «knock out » li-/-

Dans le but de mieux comprendre la fonction de la chaine invariante, certains groupes ont
établit une lignée de souris transgéniques déficientes « knock out » (KO) pour Ii. Ils ont
produit ces souris paf recombinaison homologue dans des cellules souches
embryonnaires. Ce qui a comme impact de muter le geéne et d’inhiber son expression. Cet
outil trés utile a permis de mieux comprendre I’importance du réle de li dans Ia

présentation antigénique par les molécules de classe 1l du CMH (26,77-79)

Les premiers résultats démontrérent qu’en [’absence de li, les molécules de classe II du
CMH montraient un transport cellulaire aberrant et une diminution de leur expression en
surface. De plus, la conformation des hétérodiméres ap ne correspondait pas a la
conformation compacte mature de ces molécules. Les résultats démontraient une
sensibilité accrue des complexes au SDS (77,79). Cependant, I’association des chaines off
ne dépendait pas de la présence de Ii. Ce défaut de conformation avait donc comme
conséquence une agrégation des complexes au niveau du RE (26). De plus, 1’absence de
la chaine invariante ne provoquait pas la liaison des peptides endogénes présents dans le
RE puisque la conformation du complexe ne favofisait pas I’association de peptide a la
niche. Conséquemment, le niveau de molécules de CMH de classe II en surface avait
diminué considérablement et la majorité des complexes avaient une niche peptidique

vide. X

Les souris transgéniques mutantes pour la chaine invariante avaient un phénotype
particulier. Ces souris présentaient un défaut de présentation antigénique qui
s’expliquerait par le faible niveau d’expression des molécules de classe II du CMH en
surface. Cependant, ces complexes en surface avait la capacité de présenter certains
antigenes lors d’essais in vifro de présentation antigénique utilisant des cellules
spléniques (77). De plus, les souris « knock out » [i-/- démontraient une diminution de la
population de cellules T CD4+ présentes dans le thymus et en périphérie (77). La
sélection positive des lymphocytes T semble. donc étre -altérée. Cependant, cette

diminution ne semble pas affecter la réponse-Ty1 induite par les molécules de classe 1T du
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CMH. La différence serait plutdt observée au niveau des cytokines exprimées, les cellules
provenant de souris de type sauvage sécrétent de I’interleukine 4 et de Pinterféron y alors
que les souris Ii-/- sécrétent seulement de I’interféron y (80). De plus, le groupe de
Shachar a démontré que I’absence de Ii avait un impact sur la maturation des
lymphocytes B. Les résultats démontraient un arrét du développement des cellules B
périphériques au stade immature : principalement au stade un de transition. Cependant, ce
blocage était indépendant de I’expression des molécules de classe II du CMH.
L’immunisation des souris li-- montrait un diminution significative de la production

d’IgM (81).

D’autres part, ces phe’notypes' provoqués par I’absence de li pouvaient étre en partie
rétablis lorsqué des souris transgéniques n’exprimant qu’une isoforme murine soit lip31
ou lip41 étaient produites & partir de souris « knock out » li-/-. La présence d’une seule
isoforme semble suffisante pour restaurer la présentation antigénique ainsi que la
population de cellules T CD4+ en périphérie. On retrouvait en plus une augmentation de
la conformation compacte des hétérodimeres. Cependant, l’éxpression en surface des
molécules CMH II et la population de cellules T CD4+ dans le thymus étaient toujours

faibles. Cette restauration de la fonction était donc partielle dans ce modele (82).

Cependant, ces observations faites sur les souris li-/- ne sont pas constantes et semblent
dépendre de I’alléle des molécules de CMH de classe II exprimé. Les souris H-2° avaient
un phénotype typique des souris li-/- et exprimaient donc un important déficit dans la
présentation antigénique, la population des cellules T CD4+ et dans la maturation des
cellules B. Cependant, les souris Ii-/- sur un fond génétique H-2* ou H-2¢ avaient un
phénotype qui se rapprochait plus des souris de type sauvage. Ces souris exprimaient un

niveau de molécules du CMH 1I en surface comparable aux souris de type sauvage (83).

1.6: Les souris transgéniques HLA.

Plusieurs modéles de souris transgéniques ont été établis pour mieux comprendre les
facteurs génétiques des maladies auto-immunes et ainsi que les haplotypes de HLA qui

favorisent ces pathologies. Plusieurs groupes ont fait des souris humanisées pour
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différents HLA. Les souris HLA-DQS8 montraient une susceptibilité accrue a I’arthrite
induite par le collagéne de type II (CIA) alors que les souris exprimant HLA-DRB1 les
protégeaient contre cette maladie. D’autres maladies, comme le diabéte de type 1 ont
démontré une spécificité allélique pour certains HLA. Ce type de diabéte est as.socie' a
allele DQ8 mais 1’alléle DQ6 semble étre protecteur. La production de souris humanisées
pour chacun de ces alléles a permis de confirmer cette théorie en permettant 1’étude des
épitopes reconnus par les cellules T (84). L’établissement de souris transgéniques permet
donc d’avoir des réponses plus précises sur certaines pathologies en observant un

organisme complet.

1.6 : Les anticorps polyclonaux

La réponse immunitaire dite acquise se divise en deux principales voies : la réponse
humorale et la réponse a médiation cellulaire. La réponse humorale est caractérisée par la
production d’immunoglobulines par les lymphocytes B. Les immunoglobulines peuvent
étre membranaires et servir de récepteurs a I’antigéne pour les cellules B. Cependant, la
forme prédominante des immunoglobulines est sérique. C’est une fois différenciées en

plasmocytes que les cellules B sécréteront les anticorps dans le sang.

Le rdle principal des anticorps se situe au niveau de la liaison et de la neutralisation des
antigénes ainsi qu’au niveau de I’activation du complément. Les anticorps solubles
produits suite & une réponse contre un microorganisme ou une toxine donnés sont
hétérogenes. Les antigénes possedent plusieurs déterminants antigéniques et quelques uns
d’entre eux induiront la production d’anticorps. Chaque lymphocyte B est spécifique pour
un épitope précis de I’antigeéne et son activation provoque une expansion clonale. Les
clones de lymphocytes B différenciés en plasmocytes produisent des anticorps
monoclonaux. C’est-a-dire qu’ils reconnaissent tous le méme épitope antigénique.
L’ensemble des réponses par les différents plasmocytes sériques constitue la production

polyclonale.
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Figure 1.13: Représentation de la structure générale des immunoglobulines

Chaque chaine contient une région variable (V) et une ou plusieurs régions constantes (C) liées entre elles
par des liens covalents. Des ponts disulfures lient les chaines lourdes aux chaines légéres. Le domaine de
liaison de I’antigéne se situe aux extrémités N-terminales et le domaine dit « effecteur » se retrouve a
I’extrémité COOH. A pH 4, la pepsine peut fragmenter le domaine Fc de ’anticorps. Au pH physiologique,
la papaine peut séparer les domaines Fab et Fc en brisant les ponts disulfures.(Adapté de 85)

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines formées de quatre chaines
polypeptidiques : deux chaines lourdes identiques et deux chaines légéres identiques.
Chaque chaine légere est associée a une chaine lourde par un pont disulfures et des
liaisons non covalentes. Chacune des chaines légéres contient une région variable (V) et
une région constante (C) alors que les chaines lourdes sont constituées d’une région
variable (V) et de plusieurs régions constantes (C). La forme des anticorps est souvent
représentée par un « Y ». Cette réprésentation illustre bien les domaines Fab (représenté
par les bras du « Y ») et le domaine Fec. Ce sont les régions variables présentes dans les
domaines Fab qui reconnaissent un épitope spécifique de 1’antigene. De plus, le domaine
Fc détermine D’activité biologique de I’anticorps telle I’activation des cellules NK
(natural killer), ’activation du complément et la phagocytose (Figure 1.14). Chez les
mammiferes, les immunoglobulines sont divisées en cinq classes : les IgG, les IgD, les

IgE, les IgA (principalement retrouvées sous forme de diméres) et les IgM (sous forme de
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pentaméres). Lors de production d’anticorps sériques, ce sont les IgG qui sont retrouvés

en plus grand nombre (85).

Bien que la production d’anticorps soit essentielle a la défense de 1’organisme, les
chercheurs ont vu tres tot leurs utilités dans le milieu scientifique. Grace a leur haute
spécificité, les anticorps ont permis le développement de plusieurs techniques tant au
niveau fondamental qu’appliqué. Des techniques comme I’immunobuvardage,
I’immunoprécipitation, la cytométrie en flux, I’ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), la cristallographie par rayon X, I’'immunofluorescence, etc. sont trés répandues,

tres utiles et ne seraient possibles sans anticorps (85).

Autant dans le domaine médical que scientifique, les anticorps utilisés peuvent soit étre
monoclonaux ou polyclonaux. Les anticorps monoclonaux utilisés en laboratoire
proviennent d’une technique perfectionnée par Kohler et Milstein qui leur a valu un prix
Nobel. Cette technique consiste a fusionner des lymphocytes B producteurs d’anticorps
avec des cellules myélomateuses formant ainsi des hybridomes immortels et producteurs
d’anticorps. Les anticorps produits par les clones d’un hybridome sont appelés
monoclonaux puisque qu’ils proviennent d’un méme plasmocyte cloné. Ils sont donc tous
spécifiques au méme é€pitope antigénique. Par contre, les anticorps polyclonaux sont le
résultat de la réponse immunitaire humorale lors de présencer d’un antigene. Ils
constituent ainsi un mélange hétérogene de plusieurs anticorps spécifiques pour différents -
épitopes. Dépendamment des besoins, les groupes de recherche utiliseront des anticorps
monoclonaux ou polyclonaux. Bien que les anticorps monoclonaux soient homogenes,
leur liaison peut étre plus facilement altérée par la température, le pH, la conformation ou
la dénaturation de la protéine. La production d’anticorps polyclonaux sera donc
privilégiée dans ce mémoire. Les changements de conformation des protéines influencent
tres peu la détection par les anticorps polyclonaux puisque ceux-ci reconnaissent
plusieurs épitopes. De plus, les anticorps polyclonaux sont plus rapides et moins
dispendieux a produire. lls détectent généralement les antigénes plus intensément que les

anticorps monoclonaux puisque leur hétérogénéité augmente le nombre d’épitopes
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reconnus. Cependant, cet avantage peut devenir un inconvénient dans certaines situations

ou I’hétérogénéité va favoriser des réactions croisées (86-88).

La production d’anticorps polyclonaux en laboratoire se fait couramment. Les
mammiféres utilisés sont principalement les moutons, les chévres et les lapins. Le choix
dépend du volume d’anticorps voulu. Les lapins sont généralement utilisés car ils
produisent un volume plus important de sérum. De plus, leur manipulation et entretient
demandent moins de coiits. Puisque les souris produisent un faible volume de sérum,
elles sont essentiellement utilisées dans la production d’anticorps monoclonaux. La
fusion des lymphocytes B doit se faire avec des cellules de la méme espéce, et les.
myélomes disponibles sont principalement produit chez la souris et le rat (85). Le choix
du type de production d’anticorps dépend donc des besoins expérimentaux du groupe de

recherche.

1.7 : Objectifs et hypothéses

Les maladies auto-immunes sont causées par un déré.glement de la discrimihation du soi
et du non soi. L’expression de certains alléles molécules HLA de classe Il représentent un
facteur de risque important dans ces pathologies (89). La présentation de certains
peptides lors de la sélection thymique pourrait engendrer des lymphocytes T autoréactifs.
Dépendamment des alléles HLA exprimés chez certains individus, la présentation de
peptides autoréactifs sera favorisée et induira I’auto-immunité. La présentation de
certains peptides semblent donc plus susceptible de provoquer des maladies (90). D’autre
part, la synthese et I’expression adéquate des molécules de classe 1T du CMH dépend de
la présence de la chaine invariante. Elle permet la discrimination entre la présentation de
peptides endogenes (CMH I) et exogénes (CMH 1I). Le ratio d’expression des isoformes
lip33 et lip35 semble aussi étre impliqué dans certaines pathologies comme la leucémie

et le diabéte de type 1.

Nous avons donc émis I’hypothese que la dérégulation de I’expression de lip 35 affecte le

ciblage intracellulaire des molécules de classe II et modifie le répertoire des peptides
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antigéniques. Par exemple, pour des alléles impliqués dans les maladies auto-immunes tel
HLA-DQ8 dans le diabéte, il y aurait augmentation du risque d’activation de cellules T

autoréactives.

Le premier objectif est d’établir une lignée de souris transgéniques exprimant lip35. Pour
ce faire, nous avons optimis¢ la séquenée Kozak autour de I’ATG de Tip35 et cloné cette
isoforme dans un vecteur d’expression sous le contréle du promoteur Ii murin. Puisque
les souris sont dépourvues de cette isoforme, cette construction rendra possible la
génération de souris transgéniques exprimant lip35. Cet outil permettra donc d’étudier

I’impact de Iip35 sur les fonctions du systéme immunitaire.

Le deuxiéme objectif est de produire un anticorps polyclonal spécifique a 1'isoforme
lip35. Les anticorps disponibles ne font pas la discrimination entre la chaine invariante
lip33 et Tip35. Un peptide synthétique correspondant & |’extension cytoplasmique de
lip35 a servi pour la production d’anticorps. La production d’un anticorps spécifique a
Iip35 sera trés utile dans différentes expériences et facilitera la caractérisation

fonctionnelle de lip35.
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2.1 : Etablissement de lignées de souris transgéniques lip33 et lip35

211 Stratégig de clonage et PCR

Dans une premicre étape, nous avons optimisé la séquence de Kozak (gCCgCCATgC)
devant le premier AUG pour permettre la fixation efficace au ribosome. La séquence
précédant le codon de départ pour la traduction de Iip35 n’est pas optimale (CCAgATgC)
(91). Nous avons donc produit une mutation pour obtenir la séquence gCCgCC devant
I’ATG (souligné dans la séquence des oligos B et C 'ci-dessous). Plusieurs réactions de
poljmérisétion en chaine (PCR) ont ét¢é nécessaires pour I’introduction de mutations lors
de Ia constructfon d’un plasmide exprimant seulement Iip35 (92). Le premier PCR
amplifiait et introduisait la mutation permettant d’optimiser la séquence de Kozak avec
’utilisation de 1’amorce « Uni.versal » (S’GTAAAACGACGGCCAGT3’) pour le
plasmide pBluescript ®IIKS +/- (BsKS) (2.26Kb) (Stratagene, Canada) et I’amorce (B):
5'"CCGGAGGATCCTGCCGCCATGCACAGGA3J’ (synthétisée chez Alpha DNA). Cette
séquence permet 1’insertion dﬁ site de restriction BamHI (en italigue dans la séquence des
oligos B et C ci-dessus). Parallélement, un second PCR a été fait avec les amorces
«Reversen»  (S’AACAGCTATGACCATG3’) et une deuxiéme amorce  (C)
3’GGCCTCCTAGGACGGCGGTACGTCTCCTS’. Les produits de ces deux PCR ont
servi pour en faire un troisiéme avec les oligos « Universal » et « Reverse ». Le produit
final de ce dernier PCR a été cloné dans le site de restriction Pst] du vecteur pBsKS. Le
cDNA de la chaine invariante, exprimé dans le vecteur pBskS, (obtenu du Dr Rafick
Sékaly, (93) qui a été utilisé pour cette réaction de PCR avait déja subi une mutation dans
le deuxiéme codon de départ (Metl7— Ala) assurant ainsi la traduction unique de Iip35
(94). Iip35 allait ensuite étre sous-cloné dans un vecteur d’expression eucaryote pDOI-6
au site de restriction Clal (provenant du Dr. N. Labrecque, Université de Montréal) (95).
Pour se faire, il a fallu insérer un site Clal dans le vecteur pBsKS. Les enzymes de
restriction Hincll et Ecl 13611 (isoschizomere de Sac/l) ont coupé le fragment contenant
Ii et incluant ainsi le site Clal/ de pBsKS. Cet insert lip35 Clal a été introduit dans la

polarité¢ inverse au site EcoRV d’un vecteur pBsKS vide, générant ainsi un site de
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restriction Clal de chaque c6té de I’insert lip35 (Kozak). Celui-ci 2 pu étre ensuite inséré
dans le site Clal du vecteur eucaryote pDOI-6. Cette méme stratégie (Figure 3.1) a aussi
été effectuée pour Iip33. Parallé¢lement, une construction similaire dans pBud-CE4
(Invitrogen, Canada) a été établie pour s’assurer de la fonctionnalité de la séquence de
Kozak dans des systémes de transfection in vitro. L’insert Iip35 optimisé pour la région
Kozak a été coupé au site BamHI pour I’exciser de pBSkS et I’insérer dans le site de
restriction de Blg/l de pBud. Tous les clones obtenus ont ét¢ séquencés (Sercives de

séquengage, CHUM, Montréal, Québec).

2.1.2 Lignées cellulaires et transfections :

Les cellules HEK 293T (obtenue du Dr E. Cohen, Université de Montréal) ont été
cultivées dans le milieu DMEM (Wisent, St-Bruno, Que’bec, Canada) contenant 5% FBS
(sérum de veau feetal; Wisent). L’expression transitoire de Iip35 était faite par la méthode
de co-précipitation au phosphate de calcium (Ca3(PO4)) utilisant 2ug de chaque
plasmide. Un million de cellules ont été comptées et laissées adhérer pendant 24 heures.
L’ADN a été mise en contact avec les cellules dans une solution de calcium et les

cellules ont été analysées 48 heures aprés la transfection (126).

2.1.3 Anticorps

Les anticorps suivants ont été utilisés : BU45 (IgG1) est un anticorps monoclonal
spécifique pour la région C-terminale de Ii humain (The Binding Site, Birmingham, UK).
PIN-1 est un anticorps monoclonal (79) qui reconnait le domaine N-terminal de la queue
cytoplasmique de lip33 et Iip35. Les anticorps de chévre contre les IgG de souris et de
'lapins sont couplés a un fluorochrome (Alexa Fluor488 ou 633®; Molecular Probes, OR).
L’anticorps anti-B-220 couplé au FITC lie le CD45 des cellules B murines (Catalag
Laboratories, CA). Des anticorps de chévre contre les 1gG de souris et de lapins couplés a
la peroxydase (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) ont été utilisés

pour les immunobuvardages.
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2.1.4 Expression des plasmides pDOI-6p33 et p35

Les marquages intracellulaires de Ii on été effectués par perméabilisation avec de la
saponine (96). Les cellules HEK 293T sont lavées, fixées avec du paraformaldéhyde 4%
et perméabilisées avec 0.05% de saponine (Sigma, CA) contenant 1% de sérum
d’albumine bovine (97). Les cellules ont €té analysées au cytomeétre en flux

(FACSCalibur;Becton Dinckinson, Canada).

2.1.5 Préparation de I’ADN plasmidique pour microinjection dans des
ceufs fertilisés de souris.

Une fois séquencés, les plasmides pDOI6-p33 et pDOI-p35 ont été préparés a grande
échelle (Maxiprep; Sigma, USA). Cinquante pg de chaque plasmide ont été digérés aux
sites Xhol et Pvul générant ainsi un fragment de 7 500 pb. L’ADN a ensuite été extrait du
gel d’agarose (Sephaglas, Amersham, CA). Par la suite, une derniére purification sur
colonne (ELUTIP-D; vWatman, UK) avété faite avant I’injection de I’ADN. Les ADNs ont

été mircroinjectés par le service de transgénese de I’'IRIC & Université de Montréal.

2.1.6 Criblage des souris transgéniques

2.1.6a Criblage par Southern Blot :

L’extraction de I’ADN génomique s’est fait a partir d’un bout de queue d’eﬁviron 1 cm
digéré dans une solution de TRIS 10mM pH 8, EDTA SmM, SDS 1% NaOAc 0.3M et
contenant 200pg/ml de protéinase K (Amersham, CA) a 55 °C toute la nuit et extrait par
la méthode de phénol (saturé en Tris) et chloroforme. Quinze pg d’ADN génomique ont
été digérés 18 heures & 37°C par ’enzyme BamHI. Les fragments on été séparés sur un
gel d’agarose 0,8%. Le transfert sur membrane de nylon (Nytran supercharge, VWR)
s'est fait par capillarité pendant 18 heures (98). Par la suite, la sonde servant a

I’hybridation a été préparée en coupant le plasmide pDoi6-p35 avec I’enzyme BamHI,
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géﬁérant ainsi un fragment d’environ 700pb. Ce dernier fragment a été utilisé comme
sonde aprés marquage au 32p en présence du fragment de Klenow de ’ADN polymerase
(New England Biolabs). La sonde a été purifiée sur colonne de shépharose G50,

dénaturée au NaOH 2N avant I’hybridation qui a été effectué a 65 °C (98).

2.1.6b Criblage par PCR :

L’ADN génomique a été extrait a partir d’'un bout de queue de 1 cm a l'aide de
I’ensemble commercial d’extraction d’ADN génomique (GenElute™ Mammalian
genomic DNA Miniprep Kit, Sigma, USA). La présence de transgénes dans le génome
des souris a été vérifiée par PCR en utilisant des nucléotides correspondant au N-
terminale de Ii (CAAACTgACAgTCACCTC)etala région du plasmide en C-terminale
(8AAgTCAgATgCTCAAgg) .

2.1.6 Expression des transgénes

Un échantillon de sang d’environ a été prélevé par le bout de la queue. Le sang a été
récolté dans un tube contenant de ’EDTA 2mM pour empécher sa coagulation. Les
lymphocytes B ont été extraits du sang des souris positives pour le transgene lip33 ou
lip35 par centrifugation en présence de Ficoll (Wisent, St-Bruno, Québec, Canada). Par
la suite, un double marquage a été fait avec les anticdrps B220 couplé a FITC et Bu45s
marqué au GAM (Goat anti-mouse) Alexa 633 pour vérifier ’expression des transgenes
par cytométrie en flux. Les cellules ont été fixées et perméabilisées comme décrit plus
haut pour les marquages intracellulaires. Une étape' supplémentaire de marquage en
surface a été faite pour le marquage avec 1’anticorps B-220-FITC. Apres avoir été lavées,
les cellules ont été analysées par cytométrie en flux (FACSCalibur; Becton Dinckinson,

Mississauga, Canada).
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2.2 Production d’anticorps polyclonaux anti-lip35

2.2.1 Synthése et couplage du peptide :

Huit mg de peptides (16 acides aminés de la queue cytoplasmique de Tip35 plus une
cystéine (en gras) pour permettre le couplage) : MHRRRSRSCREDQKPVC (provenant
du service de synthése de peptides de I’Est du Québec, CHUL, Québec) ont €té couplés a
huit mg de KLH (Keyhole Limpets Hemocyanin, Sigma, USA). Le couplage a été
effectué¢ en présence de 0.3% de glutaraldehyde. Pour assurer une immunisation

adéquate, le produit du couplage peptide-KLH a été purifié par dialyse.

2.2.2 Immunisation des lapins

L’immunisation de deux lapins (New Zealand- White, Charles River) s’est faite par
émulsion de 0.6mg du complexe peptide-KLH avec I’adjuvant de Freund complet
(Sigma,USA) dans une proportion de 1 :1 (87). Une injection de 0.3ml d’adjuvant de
Freud complet et 0.3ml de peptides a été faite par la voie sous-cutanée lors de la premiére
immunisation (87). Un prélévement de 10 ml de Sang a été réalisé avant la premicre
immunisation et ensuite, a intervalle de sept jours. Deux doses subséquentes
d’immunisation ont été administrées en sous-cutané tous les 21 jours (jusqu’a production
d’anticorps voulue). Les rappels ont été faits avec la méme dose de peptide mais avec
I’adjuvant incomplet de Freund. Les lapins ont été sacrifiés par ponction cardiaque
permettant de récupérer 45ml de sérum. L’analyse de la production d’anticorps a été

évalué la technique d’ELISA

2.2.3 Détection de la production d’anticorps par ELISA

L’antigéne (peptide de la queue de Iip35 et KLH) a été adsorbé a 4 °C durant 16 heures
au fond des puifs d’une plaque de 96. puits et ce dans un tampon de chargement NaHCO3

de 50mM a pH 9.6. Les sites non spécifiques ont été bloqués par une incubation d’une
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heure & 37°C dans une solution de PBS-lait 0.5%. Les sérums récoltés des prélevements
sanguins furent dilués avec du PBS 1X selon les concentrations suivantes : N-D (non
dilué), 1:50, 1 :100, 1 :250, 1 :500 et 1 :1000. Le contrdle positif représente un anticorps
de lapin anti-lip35 (obtenu du Dr Peter Creséwell, Université Yale). L’anticorps
secondaire anti-Ig de lapin couplé a la peroxydase a été dilué 1:1000 dans le PBS-lait
0.5%. Une autre incubation d’une heure a 37°C a suivi. La coloration avec 150ul d’une
solution d’OPD (O-phényléne diamine) dans un tafnpon citrate révele la présence
d’anticorps selon I’intensité de la coloration. La réaction est ensuite arrétée avec 50ul

d’acide sulfurique 2M. La densité optique est lue a une longueur d’onde de 495nm.

2.2.4 : Titrage et caractérisation de I’anticorps par gel d’écrylamide
SDS-PAGE.

2.2.4.a) Lysat cellulaire :

L’extraction des protéines total_e_s a été réalisée a partir de cinq millions de cellules HEK
293T (contrdle négatif) ou de 293T transfectées de fagon stable avec Iip35 (99). Les
cellules ont été lysées en présence de Triton-X-100 1%. Le surnageant a été récupéré

apres centrifugation a 14 000g pour 10 minutes.

2.2.4.b) Séparation du lysat cellulaire par gel de polyacrylamide SDS-PAGE.

Le lysat cellulaire (20ul dans un tampon réducteur Laemli 1X) a été bouilli cinq minutes
et chargé sur un gel SDS-PAGE 12%. Les protéines ont été transférées sur une membrane
Hybond ECL (Amersham, Canada). La membrane a été incubée avec une dilution\1:500
- de sérums provenant des lapins et différentes dilutions des anticorps purifiés. L anticorps
PIN-1 a été utilis¢ pour témoin positif. La détection s’est faite avec un anticorps
secondaire de cheévre couplé a la peroxydase (anti-lapin et anti-souris; Bio/Can.
Scientific, Ont. Caﬁada) Le signal a été révélé par « chemiluminescence » (Boehringer-

Mannheim, Allemagne) sur des films Kodak XAR-5.
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2.2.5 Purification d’anticorps

La purification du sérum a été réalisée sur 6 ml de sérum contenant un titre ELISA de
1:1000. Le sérum a été déposé sur une colonne de sépharose non couplée (Amersham,
CA). 11 a été récupéré et mis sur colonne de sépharose 4B CNBr-activé (Amersham, CA)
qui avait préalablement été couplée au peptide correspondant aux 16 acides aminés de la
queue cytoplasmique de Iip35. Dix mg de peptides ont été couplés a 1’aide d’une solution
de NaHCO3 de 0.1M a pH 8.3 et de NaCl de 0.5M. Le couplage s’est fait durant 16
heures a 4°C en rotation constante. Ensuite, les sites libres ont été bloqués dans une
solution de Tris-HCl de 0.1M a pH 8. Aprés de multiples lavages, le sérum a été appliqué
deux fois sur la colonne pour maximiser la liaison. Aprés 2 lavages, I’anticorps a été €lué
dans I’acide citrique de 0.1M a pH 2.7. Des fractions de 500pl ont été récupérées dans un
microtube contenant 140pl de TRIS de 1M a pH 9 permettant de tamponner les
échantillons a pH 7. La densité optique des fractions a été lue & une longueur d’onde de
285 nm. Les fractions correspondant au pic d’absorption ont été mélangées et dialysées

contre plusieurs volumes de PBS.
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3.1 : Production de lignées de souris transgéniques Iip33‘ et lip35

3.1.1 Construction d’un vecteur murin servant a I’expression
exclusive de lip35 ou lip33

L’association du ribosome a I’ARN messager peut étre optimisée par la présence d’une
séquence en amont du codon de départ. La séquence de Kozak (gCCgCCATgC) a été
décrite comme une séquence consensus qui favorise la traduction et I’expression des
protéines. Dr M. Kozak a démontré que la présence d’une pyrimidine position -3
augmentait considérablement la liaison du ribosome. Ses résultats ont pu confirmer que
cette s€quence augmentait de fagon importante la synthése protéique (100). La position -3
(en gras) du geéne de lip35 est occupée par une cystéine suivit d’'une adénine et d’une
guanine (91). Nous avons donc produit une mutation pour obtenir la séquence optimale

suivante : gCC2CCATgCAA... Pour ce faire, nous avons débuté par la production de

plusieurs PCR optimisant la séquence de Kozak et permettant I’augmentation de I’affinité
du ribosome. Le plasmide de départ était pBsKS contenant exclusivement la chaine
invariante p35 mutée au deuxiéme codon de départ (Metl7—Ala), une construction déja

établie par Dr. H. Khalil (101).

Par la suite, chacune des constructions ont été faites a partir de plasmides pBsKS
exprimant exclusivement une isoforme. Ii a été excisé du plasmide par les enzymes
Hincll et Ecl 13611 (isoschizomere de Sacll). Une'étape supplémentaire de clonage était
nécessaire pour générer un site de restriction Clal de chaque c6té du fragment. Pour ce
faire, les fragments ont été insérés en polarité¢ inverse au site EcoRV d’un plasmide
pBsKS vide (Figure 3.1). Finalement, les segments d’ADN ont pu étre coupés et insérés
au site Clal du vecteur murin pDOI-6. Ce vecteur contenant le promoteur du geéne Ii
murin a été construit a partir du vecteur pDOI-5 et optimisé pour son expression dans les
CPA murines (102) (Figure 3.1 B). Cette stratégie a été suivie pour établir un clone
Iip35-kozak et Iip33. La construction p33 exprime exclusivement cette isoforme. Cette
derniére servira de contrdle lors de 1’établissement de souris transgéniques. Nous avons

réussi a obtenir des clones positifs pour pDOI-6p33 et p35-Kozak. Le criblage des clones
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s’est fait d’une part avec ’enzyme Clal et d’autre part avec EcoRI pour s’assurer du sens

de ’insert.

De plus, afin de vérifier I’efficacité de la traduction de I’ADNc de lip35-Kozak, nous
avons construit un vecteur qui permet son expression constitutive. La construction s’est
faite & partir du méme plasmide que pour les constructions précédentes. Cependant,
I’ADNCc, dans un fragment BamHI, a été inséré dans le vecteur pBud. Une transfection
avec cette construction et un marquage intracellulaire avec Bu45 ont démontré

I’expression élevée de lip35 et donc la fonctionnalité de la mutation (Figure 3.3).

kpicillir lacZ

pBluescript Il KS (+/-) +CS
3.0kb

Xhel (6081)

Clal (5540)
/ﬁ' Apai (5379)
Aatll (5004}

pUC ori

Figure 3.1 : Carte des plasmides utilisés.

A) Carte du plasmide pBsKS. Deux de ces plasmides ont été utilisés. Chacun exprimant [ip33 ou lip35
exclusivement. Ces inserts étaient situés dans le site de multiclonage, section en rouge de la carte, entre
deux sites de restriction BamH]I. 1.’optimisation de la séquence de Kozak s’est fait A partir de BsKSlip35
par PCR. B) Vecteur murin ayant servi pour la demiére étape de clonage. Le fragment li a été inséré dans le
site de restriction Clal (fleche rouge). Ce vecteur posséde un promoteur de li murin permettant une
expression cellulaire sélective. 1i est donc seulement exprimé dans les cellules présentatrices. 1I contient
aussi le signal de polyadénylation de 1a f-globine..
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Figure 3.2 : Schématisation des étapes de la stratégie de clonage Iip33 et lip35 Kozak.

A) Section du site de clonage multiple de BsKS contenant [ip35 (en turquoise) avec la séquence de Kozak
optimisée ainsi que la mutation dans le deuxiétme ATG permettant ’expression sélective de lip35.
L’excision avec les enzymes Hincll et Ecll36]1 (coupe au site Sacll) permet de conserver dans le fragment
le site de restriction Cla/ (encadré bleu). B). Le segment d’ADN coupé est par la suite inséré en sens
inverse dans le site FcoRV d’un plasmide BsKS vide générant un site Cla/ de chaque c6té de I’insert
(encadrés bleus). C) Ce fragment a été coupé avec Clal permettant sont insertion dans le site Clal de pDOI-
6, un vecteur eucaryote. La méme stratégie a été suivie pour lip33.

3.1.2 Expression des constructions plasmidiques

Dans un premier temps, nous avons vérifié la construction pBudlip35-Kozak afin de
vérifier son intégrité. Le plasmide a été transfecté dans des cellules HEK 293T par co-
precipitation au Ca;(PO4),. Aprés 48 heures, les cellules ont été lavées et fixées. Par la
suite, elles ont été perméabilisées avec de la saponine et Ii a été détectée avec I’anticorps
BU45. Un tel marquage intracellulaire permet de déterminer 1’expression totale de la
chaine invariante. Comme controle négatif, des cellules 293T ont été transfectées avec le
plasmide pBud vide. Le marquage des cellules transfectées avec pBudlip35-Kozak
démontre une forte expression et permet de confirmer I’efficacité de la séquence mutée
(Figure 3.3). L’utilisation du plasmide pBud permet ’expression constitutive de Ii
contrairement au plasmide pDOI-6 qui nécessite la présence d’un activateur de la

transcription.
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Figure 3.3 Nivean d’expression de Iip3S & partir de la construction pBudp3Skokak.
Les cellules ont ét¢ transfectées de fagon transitoire avec soit 2 ug de plasmide pBud vide (en

gris) ou 2ug de pBud-lip35kozak. Aprés 48h, elles ont été fixées et perméabilisées. Le marquage
intracellulaire a ét¢ fait avec I’anticorps Bu45 reconnaissant la partie C-terminale de Ii et
I’anticorps Alexa GAM-488 a servi d’anticorps secondaire.

0 120
o
QO
£ 80
@
C
@ 40
>
1l

0

10° 101 102 10° 10¢

Fluorescence

Figure 3.4 : Niveau d’expression de Ii & partir de pDOI-6.

Marquage intracellulaire de cellules 293T transfectées avec les plasmides pDOI-6 (en gris), pDOI-6 avec
CITA (en noir), pDOI-6p33 (en vert), pDOI-6p33 avec CIITA (en mauve) et pDOI-6p35 (rouge) et pDOI-
6p35 avec CIITA (en bleu). Aprés 48 heures, les cellules ont été fixées et perméabilisées. Les anticorps
BU45 et Alexa GAM-488 ont été utilisés pour le marquage.
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Aprés séquencage des clones pDOI-6p33 et p35, il était impoftant de déterminer
I’efficacité de leur expression. L’expression de ’ADNc étant sous le contréle du
promoteur du geéne Ii, il est nécessaire de co-transfecter le transactivateur CIITA pour
activer la transcription. Ceci assurera I’expression spécifique de Ii uniquement dans les
cellules présentatrices. Des cellules 293T ont été transfectées au Ca3(POyq), avec deux pg
d’ADN de ces constructions avec ou sans le transactivateur CIITA. Aprés 48 heures, un
marquage intracellulaire indirect a été fait avec les anticorps BU45 et GAM-488. Les
cellules qui ont été transfectées avec le plasmide vide pDOI-6 démontrent la fluorescence
de base. L’expression génomique basale de li endogeéne a été déteminée par la

transfection du transactivateur CIITA cotransfecté avec le plasmide vide.

D’autres témoins ont été faits pour s’assurer de I’expression des constructions seulement
en présence de CIITA. En guise de témoins, les plasmides pDOI-6p33 et p35 ont aussi
été transfectés seuls (Figure 3.4). Il est important pour 1’établissement des lignées de
souris transgéniques que 1’expression de li soit‘unique aux cellules cibles. C’est-a-dire les
cellules présentatrices d’antigénes : les seules exprimant le transactivateur CIITA. . Le
témoin pDOI-6 + CIITA est trés important puisqu’il nous informe sur le niveau
dfexpression de Ii endogéne. On peut constater dans la figure 3.4, la différence marquante
d’expression de Ii entre les constructions et le plasmide vide cotransfectées avec CIITA.
Les résultats obtenus démontrent donc un faible niveau d’expression de Ii endogeéne
comparativement a ’expression de Ii provenant de I’ADNc. De plus, les constructions
transfectées sans CIITA n’ont pas exprimé Ii. Nous pouvons donc affirmer que nos
constructions pDOI-6p33 et p35 expriment de fagon spécifique en fonction de
I’expression de CIITA.

3.1.3 Etablissement des Ilgnees de souris transgemques et criblage
de I’expression de li

Aprés avoir confirmé que les clones moléculaires permettaient I’expression de li, ceux-ci
devaient étre préparés pour permettre la microinjection dans les ovocytes de souris. Les
plasmides ont d’abord été digérés par les enzymes Xhol et Pvul (Figure 3.1 B) et les

fragments de 7500pb (contenant le promoteur murin, Ii et le signal de polyadénylation)
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ont été isolés sur gel et sur colonne ELUTIP-D afin d’éliminer les sels et les impuretés

qui seraient présents dans la solution d’ADN.

Une fois injectés, les ovocytes ont été implantés dans une souris pseudo-gestante de
souche FVB. Quatre semaines aprés la naissance des souriceaux, un bout de queue a été
coupé pour permettre de vérifier I’intégration du transgéne. Le criblage peut se faire par
différentes techniques. La technique de Southern blot permet de voir le nombre de sites
d’insertion du transgéne ainsi que le nombre de copies. Cette technique consiste a
hybrider spécifiquement une sonde avec ’ADN génomique digéré en fragments. La
figure 3.6 montre le criblage obtenu aprés la premiére portée de souris transgéniques
Iip35. L’ADN génomique a préalablement été digéré avec I’enzyme BamH[ (Figure 3.5).
La sonde a été produite en excisant un fragment BamHI du plasmide pDOI-6p35.
L’ADNc de Ii a été inseré entre deux sites de restrictions BamHI (Figure 3.2). Le
fragment d’ADN obtenu comprend le premier AUG de départ et le codon STOP de Ii. La
sonde s’hybride donc complétement au i humain situé dans le génome murin. Cette
sonde de 1Kb permet une association spécifique au géne humain. L’intensité de la bande
obtenue nous informe sur le nombre de sites d’insertion En effet, plus il y a de sites

contenant le transgene, plus la bande aura une forte intensité.

Souris Tgp35
1 2 3 4 p35

3Kb »

1Kb

S00pb »

Figure 3.5 : Digestion BamHI de ’ADN génomique des souris transgéniques lip35
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La premiere portée comptait quatre souriceaux. Seulement la souris numéro quatre avait
intégré le transgéne. (Figure 3.6). Cependant, puisqu’il n’y a qu’une bande pour tous les
puits, nous ne pouvons pas nous référer a un témoin et ainsi connaitre le nombre de sites
d’insertion selon I’intensité de la bande. Malgré I’absence de bande, le plasmide pDOI-
6p35 servait de contrdle positif. Une mauvaise dilution ou la dégradation du plasmide
pDOI-6p35 expliquerait le résultat négatif obtenu lors de cette derniere expérience
(Figure 3.6). Cette expérience a été fait qu’une seule fois en Southern puisque nous avons

opté pour la méthode de criblage par PCR.

p35 Souris transgéniques

3Kb

1Kb ¥

Figure 3.6 : Criblage des souris transgéniques p35 par Southern blot.
Le Southern blot a été réalisé a ’aide de I’ADN génomique des quatre souriceaux de la premiére portée de
Iip35 transgénique. La sonde, marquée au **P, correspondait & la séquence de nucléotides du géne de Ii
provenant du plasmide pDOI-6p35 cloné précédemment. Le plasmide pDOI-6p35 servait de contrdle
positif pour I’expérience (premier puit) et le dernier puit correspondait au marqueur de poids moléculaires.

D’autres injections ont été faites pour 1’obtention de trois souris transgénique lip33 et
cinq souris lip35 (Figure 3.7). Le schéma représente les portées de souris obtenues suite
aux injections. Plusieurs injections ont été nécessaires pour générer plusieurs souris de

chaque transgene.

Afin de cribler rapidement les portées subséquentes, nous avons poursuivi avec la
méthode de PCR. Cette méthode, a 1’aide d’amorce spécifique pour le transgéne, amplifie
la région correspondant soit a Iip33 ou lip35. Le fragment amplifié correspond a I’ADNc
du gene de Ii, soit d’environ 700pb (Figure 3.9 et 3.8 respectivement). Cette technique est
rapide et permet d’identifier rapidement les souris possédant le transgéne. Sur les trois
portées obtenues pour les souris trangéniques lip35 (Figure 3.7 A et 3.8), cinq souris se

sont avérées positives par cette technique.
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Figure 3.7 : Organigrammes illustrant les souris transgéniques obtenues.

A) Schématisation des différentes portées de souris obtenues suite a I’injection du fragment p35. Au total,
cing souris, deux femelles et trois méles, possédant le transgene, ont été détectées. B) Schématisation des
différentes portées de souris obtenues suite a I’injection du fragment p33. Au total, trois souris, une femelle
et deux males, possédant le transgéne ont été détectées.
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12Kb » [emains négatifs Souris positives
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Figure 3.8 : Cribblage des souris transgéniques Iip35 par PCR.
Les PCR ont ét¢ réalisés a 1’aide d’amorces correspondant a la séquence de 1i situées en amont et en aval

du géne. Chacun des oligos est spécifique pour une partie du vecteur pDOI-6 et une partie de Ii.
L’amplification de li montre que le géne a été inséré dans le génome des souris. Les puits A et B
correspondent aux témoins négatifs. A est un témoin sans ADN et B correspond I’amplification d’un
échantillon d’ADN génomique de souris non-transgéniques. La fléche rouge montre les fragments de
700pb correspondant a la chaine invariante p35. La souris numéro 4 a servi de témoin positif puisqu’elle
s’était avérée positive par Southern blot (Fig.3.5)

La méme stratégie de criblage a €té suivie pour les souris transgéniques Iip33. La figure
3.8 montre les trois souris transgéniques lip33 positives. Tout comme pour les souris

lip35, il a fallut trois portées pour obtenir un nombre suffisant souris transgéniques Iip33
(figure 3.7B).

10Kb Souris Souris néeatives
3IKb A
192 195 214
mpb S — S—

Figure 3.9 : Criblage des souris transgéniques lip33 par PCR.

Les PCR ont ét¢ réalisés comme pour la figure 3.8. La fleche rouge montre les fragments de 700pb
correspondant a la chaine invariante p33. Les souris négatives servent de témoin et correspondent aux
souris # 222 et 224 préalablement testées.
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3.1.4 Niveaux d’expression de la chaine invariante humaine chez les
souris transgéniques

Apres avoir identifié les souris positives, i1l était important d’évaluer le niveau
d’expression de Ii au niveau cellulaire. En effet, la présence du transgene dans le génome
murin n’assure pas I’expression de celui-ci. Un échantillon de sang a été prélevé et les
lymphocytes perméabilisés ont été marqués avec 1’anticorps BU45 pour connaitre le
niveau d’expression intracellulaire de Ii. Cet anticorps se lie a la région C-terminale de la
chaine li humaine mais ne reconnait pas [’homologue murin. Les cellules ont aussi été
marquées en surface\ avec D’anticorps anti-B-220 (couplé au FITC). Ce dernier est
spécifique au marqueur CD45, permettant ainsi d’isoler la population de lymphocytes B.
La figure 3.10 montre les résultats de cytométrie en flux obtenus chez les différentes
souris transgéniques lip35. La population cellulaire identifiée en rouge (quadrant en haut
a droite) correspond aux cellules positives pour les deux marqueurs. Les lymphocytes B
n’expriment pas tous lip35 et le niveau d’expression de lip35 est tres variable d’une
souris a 1’autre. Alors, que 27 % et 18 % des cellules B expriment Iip35 chez les souris 4
et 45 respectivement, 1’expression la plus élevée que nous avons obtenue correspond a 38
% des cellules B chez la souris 63. Les souris 66 et 78 ont un niveau trés faible

d’expression, soit 1 et 5 % respectivement

~
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Figure 3.10: Niveau d’expression de la chaine
invariante p35 chez les lymphocytes B des souris
transgéniques.

Double marquage des lymphocytes isolés du sang des
souris transgéniques [ip35. Un marquage anti B-220-
FITC a permis d’identifier les cellules B (A, B, C, D
et E quadrants de droite). Ensuite, un marquage BU45
et RAM-PE a permis de déterminer les cellules
exprimant [ip35 (A, B, C, D et E quadrants du haut).
Le quadrant en haut & droite (en rouge) représente le
% de cellules B (B220+) exprimant lip35. Des cellules
de souris non transgéniques ont servit de témoin
négatif. Le témoin positif pour BU45 était des cellules
exprtmant DR]Iip35.
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Figure 3.11 : Niveau d’expression de la chaine invariante p33 chez les lymphocytes B des souris
transgéniques.

Double marquage des lymphocytes isolés du sang des souris transgéniques 1ip33. Un marquage agit B-220-
FITC a permis d’identifier les cellules B (A, B et C quadrants de droite). Ensuite, un marquage BU45 et
RAM-PE permet de déterminer les cellules exprimant lip33 (A, B et C quadrants du haut). Le quadrant en
haut a droite (en rouge) représente le % de cellules B (B220+) exprimant 1ip33. Des cellules de souris non
transgéniques ont servit de témoin négatif. Le témoin positif pour BU45 était des cellules exprimant
DR 1ip35.

Les trois souris transgéniques lip33 ont été€ analysées de la méme fagon que les lip35. Le
nombre de lymphocytes B positifs pour le transgéne lip33 est cependant plus faible. Le
taux le plus élevé retrouvé chez la souris 214 correspond & 9 % des cellules B exprimant

lip33. Les souris 192 et 195 montrent respectivement 7 % et 3 % de leurs lymphocytes B
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exprimant lip33 (Figure 3.11). Pour chacun des transgenes p33 et p35, les lymphocytes B
qui sont positifs possedent un taux d’expression cellulaire €levé. L’établissemént de
souris transgénique est une technique délicate qui ne réussit pas toujours au premier essai.
De plus, la présence du transgene ne garantit pas son expression. D’autres tests devront
étre effectués sur les souris transgéniques obtenues. Par exemple, des digestions avec
plusieurs enzymes de restrictions pourraient nous informer d’avantage sur le nombre de
sites d’insertion du transgéne. De plus, la population cellulaire des organes lymphatiques
devra étre caractérisée sur les générations suivantes. Les marquages effectués sur le
sang prélevé des souris transgéniques n’étaient pas idéaux car seulement une faible
quantité de cellules peuvent étre isolées. Cependant, une fois bien caractérisé, ce modele

sera trés utile pour des études ultérieures.

3.2. Production d’un anticorps polyclonal anti-p35

Les anticorps existant pour la reconnaissance de la chaine invariante humaine sont
limités. Trés peu sont disponibles sur le marché. Ils ne discriminent pas les idifférents
isotypes en cytométrie et en microscopie a fluorescence. Aussi, on ne peut pas
différencier les niveaux d’expression de Iip33b et de Iip35 pour une méme cellule a moins
de procéder a des analyses de type Western blot. Les anticorps reconnaissent soit la
région N-terminale (PIN-1) ou C-terminale (BU45) commune a toutes les isoformes de la
protéine. La production d’un anticorps spécifique a la queue cytoplasmique de lip35
permettrait de réaliser des études plus approfondies sur cette isoforme. Par exemple,
suivre le trajet cellulaire de Iip35 qui semble différent de Iip33. Il pourrait servir lors
d’immunoprécipitatioh pour connaitre son association avec les molécules de classe II. En
plus, puisque I’anticorps est spécifique pour la quéu'e cytoplasmique de lip35, on pourrait

suivre sa dégradation et connaitre davantage son role dans la signalisation cellulaire.
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3.2.1 Production d’anticorps polyclonaux anti-lip35

La production d’anticorps anti-lip35 a débuté par I’injection d’un peptide synthétique
correspondant aux 16 acides aminés spécifiques 21 la queue cytoplasmique. L’injection
chez deux lapins du peptide libre en présence de 1’adjuvant Titermax (Sigma, USA) n’a
pas réussi a monter une réponse efficace. Ces lapins ont subi la méme série
d’immunisations qui est illustrée & la figure 3.12 concernant I’injection du peptide couplé.
Cependant, aprés 42 jours aucune production d’anticorps n’a été détectée par ELISA
(données non illustrées). Les ELISA ont été réalisés comme décrit précédemment dans la
section procédures expérimentales. C’est a dire que le peptide a été adsorbé au fond
d’une plaque de 96 puits et ensuite, le sérum provenant de chaque prélévement a servi
pour la détection du peptide. DanS le but d’augmenter I’immunogénicité du peptide, nous
avons couplé le peptide a la protéine KLH. Cette protéine est souvent utilisée lors de
couplage avec des peptides lors d’immunisation. Nous 1’avons choisi préférentiellement a
I’ABS (albumine, bovihe serum) pour éviter les réactions croisées lors d’expériences
ultérieures. Le complexe fut injecté avec I’adjuvant complet de Freund a deux lapins. Des
prélévements sanguins ont été faits sur une base hebdomadaire pour suivre la production
d’anticorps (7, 14 et 21 jours). Un rappel a été effectué au jour 21 et deux prélévements
ont suivi (jour 28 et jour 35). Un dernier rappel a été fait et le sérum a été récolté par
ponction cardiaque la semaine suivante (Figure 3.12). Les doses de rappels étaient
constituées de 0,6 mg du complexe peptide-KLH et de 1’adjuvant de Freund incomplet

(selon recommandation de la compagnie) dans un volume final de 0.6 ml.



63

il
i

Figure 3.12 : Schématisation de I’immunisation des lapins.

Itlustration du calendrier d’immunisation pour chacun des lapins

L’efficacité de la production d’anticorps a ét¢ évaluée par ELISA pour chacun des lapins
immunisés (lapin 1: figure 3.13 et lapin 2: figure 3.14). De plus, afin d’évaluer
I’efficacité de I’immunisation, la protéine KLH a été liée de la méme fagon au fond de
puits distincts et a été utilisé comme controle. La figure 3.13 montre I’augmentation de la
production d’anticorps chez le lapin 1 en fonction du nombre d’injections et du temps.
Une forte augmentation du titre des anticorps a ¢té observée au jour 14 suivant la
premiere injection. Par la suite, d’autres injections ont permis d’augmenter
considérablement le titre (Figure 3.13). Le lapin 1 démontre donc une réponse croissante

autant pour le peptide p35 que pour la protéine KLH.
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Figure 3.13 : Détection de la production d’anticorps sériques par le lapin 1.

Production d’anticorps anti-p35 (en bleu) et anti-KLH (en orange). Le temps O correspond au sérum
préimmun récolt¢ avant la premiére injection. Les rappels aux jours 21 et 35 sont indiqués (*).

L’immunisation du lapin 2 a suivi le méme protocole d’injections et de prélévements que
le lapin 1 (Figure 3.12). La récolte de sang fut trés difficile chez ce lapin et le
prélévement du jour 21 fut un échec. Cependant, la production d’anticorps a augmenté
avec le temps et le nombre d’immunisation. Une nette augmentation du titre a été
observée au jour 14 (Figure 3.14). Une DO optimale d’environ 2.2 a été obtenu par le
lapin 1. La production d’anticorps obtenu par le lapin 2 (DO 1.4) est légeérement plus
faible que chez le lapin 1 (DO 2.2) (Figure 3.13 et Figure 3.14). Les sérums obtenus au
jour 35 furent par la suite titrés et un fort signal a été observé a une dilution aussi faible

que 1:1000 (Figure 3.15).
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Figure 3.14 : Détection de la production d’anticorps sériques par le lapin 2.

Production d’anticorps anti-p35 (en bleu) et anti-KLH (en orange). Le temps O correspond au sérum
préimmun récolté avant la premiére injection. Les *voir plus haut aux jours 21 et 35 indiquent les moments
ou le lapin a regu un rappel. [l n’y a pas de résultats pour le jour 21 puisque le prélévement fut un échec.
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Figure 3.15 : Titrage des anticorps anti-p35 produits par les lapins 1 et 2.
Les sérums utilisés pour le titrage des anticorps sont ceux obtenus 35 jours apré I’immunisation. Plusieurs
ditutions des sérums du lapins 1 (en bleu) et du lapin 2 (en orange) ont été effectuées en série.

3.2.2 Caractérisation des anticorps anti-lip35

Par la suite, les sérums anti-p35 des lapins 1 et 2 ont été testés pour leur capacité a
détecter la forme cellulaire de la chaine invariante lip35. Des cellules 293T transfectées
exprimant lip35 de fagon stable ont été marquées a ’aide des sérums des lapins 1 et 2.

Différentes dilutions ont été testées pour chaque sérum (1:10, 1:25, 1:50, 1:100 et 1:500)
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et un anticorps secondaire de chévre couplé au fluorochrome Alexa-633 a été utilisé. Les
cellules ont ét¢ analysées en cytométrie en flux. Contrairement aux résultats obtenus avec
I’anticorps PIN-1, aucun signal n’a été détecté avec les sérums polyclonaux de lapin
(Figure 3.16). Ce marquage intracellulaire a été fait a plusieurs reprises et chaque fois le
méme résultat a ét¢ obtenu : ces résultats suggérent que I’extension de 16 acides aminés
de la forme lip35 adoptent une structure secondaire ou tertiaire dans le contexte de la
protéine entiére et que cette structure est différente de celle adoptée par le peptide
synthétique.

Evénements

100 10 107 1¢° 104
Fluorescence

Figure 3.16 : Marquage intracellulaire de cellules 293TDRIp35 avec le sérum d’anticorps
polyclonaux du lapin 1.

Des cellules 293TDR 1p35 stables ont été marquées par différentes dilutions du sérum polyclonal. Les
dilutions 1/50 (en vert), 1/100 (en rouge) et 1/500 (en bleu) des sérums servaient d’anticorps primaires. En
mauve I’anticorps PIN-1 a servi de contrble positif. L’anticorps secondaire utilis¢ était GAR-633.

Les anticorps ont ensuite été testés pour leur capacité a reconnaitre la protéine dénaturée
sur gel SDS-PAGE. Des lysats cellulaires ont ét¢ préparés a partir des cellules 293T
transfectées de fagon stable avec lip35 et la molécule DR1. Les échantillons de protéines
ont été sépar€s sur gel SDS-PAGE. Apres la séparation des protéines et le transfert de
type Western blot, une dilution des sérums 1:500 a été utilisée pour la détection de lip35
(Figure 3.17). Les sérums pré-immuns ont été utilisés comme contrdles négatifs et ceux-
ci n’ont pas réagit contre les lysats. De la méme fagon, aucun signal n’a été détecté avec

les anticorps anti-lip35 sur les lysats de cellules 293T ayant servi de témoins négatifs.



67

L’anticorps monoclonal PIN-1 a servi de contrdle positif et a montré la présence d’une
bande majeure migrant a une taille de 35 kDa. Cet anticorps est spécifique a Ii humain
mais reconnait la région N-terminale de tous les isoformes. Une bande 1égérement plus
lourde est également reconnue par l’anticorps et pourrait représenter la forme
phosphorylée de lip35 (69). Comme prévuy, il n’y pas eu de détection de Ii dans les lysats
cellulaires de 293T.

Les sérums des lapins 1 et 2 ont, par la suite, servi pour la détection. Nous remarquons la
présence d’une bande spécifique a lip35 avec le sérum du lapin 1 (Figure 3.17). Par
contre, un bruit de fond important a été observé lors de I’utilisation de ces sérums.
Plusieurs bandes sont visibles indiquant que la spécificité le I’anticorps polyclonal n’est
pas optimale. Le sérum est un mélange hétérogéne de protéines et certaines peuvent se
fixer non spécifiquement a la membrane ou a d’autres protéines. Le sérum provenant du
lapin 2 a montré une faible réactivité envers lip35 et nous avons donc décidé de

poursuivre nos études avec le sérum du lapin 1.

PIN.1 Sérum Sérum 1 Sérum 2
préimmun
85kDa ¥
40kDa .
“ TLip3s
25kDa ¥

Figure 3.17 : Détection par immunobuvardage de la liaison des anticorps polyclonaux avec lip35.

Des lysats cellulaires ont été séparés par SDS-PAGE 12%. Les puits A correspondent a des lysats de
cellules 293T servant de témoin négatif pour chaque anticorps et sérums utilisés. Les puits B correspondent
aux lysats de cellules 293TDR1lip35. Le sérum préimmun provient du sang du lapin 1 prélevé avant la
premiére immunisation. . La fléche rouge indique les bandes a 35 kDa correspondant A 1ip35.Tous les
sérums ont été dilués 1 :500 dans une solution de lait & 5%.
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re 3.18 : Détermination par immnunobuvardage de la spécificité de I’antico lyclonal anti-
Iip35S aprés purification sur colonne de sépharose.
Apres avoir purifié¢ P’anticorps sur une colonne CNBR sépharose 4B, un immunobuvardage a été fait pour
tester sa spécificité. Des lysats de cellules 293T ont servi de témoin négatif et I"utilisation de PIN-1 servait
de témoin positif. La fléche rouge indique les bandes a 35 KDa correspondant 2 1ip35 Le sérum purifié
provenait du lapin 1 et a été dilué 1:500, 1:1000, 1:2000 et 1:5000.

Afin de réduire le bruit de fond associé au sérum du lapin 1, nous avons procédé a un
nouveau prélévement et a une purification des anticorps spécifiques sur une colonne de
shépharose couplée au peptide synthétique p35 ayant servi a I'immunisation. Le sérum a
d’abord été déposé sur une colonne de shépharose non-couplée afin d’éliminer les
composantes pouvant s’adsorber non spécifiquement a la résine. Une deuxiéme colonne
de purification avec la résine sépharose 4B CNBr couplée au peptide a été montée et le
sérum a été passé par gravité a deux reprises. Aprés plusieurs lavages, les anticorps
spécifiques ont été élués et les fractions correspondant au pic protéique ont été
conservées. Apres dialyse un immunobuvardage a été réalis€é comme précédemment

(Figures 3.17 et 3.18) Nos résultats démontrent que I’anticorps polyclonal purifié est
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spécifique a en juger par le signal intense obtenu au poids moléculaire de 35KDa pour

une dilution de 1:5000 et par 1’absence de bandes contaminantes



Chapitre 4: Discussion

70



Ra

La présentation antigénique est la clé de la réponse immunitaire et de la discrimination du
soi et du non-soi. En plus de permettre leur activation par la présentation de peptides
antigéniques, les molécules de classe II du CHM participent a la sélection du répertoire
des cellules T CD4+ Au plan moléculaire, les roles de Ii sont multiples. D’abord, lors de
I’assemblage des chaines a et p du CHM de classe II dans le RE, Ij assure la formation
d’un complexe nonamérique stable. La région nommée CLIP protége la niche peptidique
des molécule de classe IT du CHM, empéchant ainsi la liaison de peptides endogénes. Ii
joue un rdle de chaperon puisqu’elle guide le complexe nonamérique vers les endosomes.
C’est dans ces compartiments qu’il y a échange du CLIP pour un ‘peptique antigénique

« exogeéne » destiné a étre présenté a la surface cellulaire.

. Chez ’humain, différentes isoformes de Ii sont présentes. lip35 est un pion important de
la présentation antigénique. Cette forme posséde une queue cytoplasmique plus longue de
16 acides aminés comparativement a Iip33, ce qui confére a Iip35 un réle différent. Le
motif de rétention RXR présent dans I’extension de sa queue cytopiasmique permettrait
une maturation plus efficace des molécules de CHM de classe 11 (61,103). Cependant,
cette hypothése reste a démontrer et le role de lip35 demeure toujours nébuleux. Des
études récentes suggérent que des variations du niveau d’expression de Iip35 pourraient
avoir un impact dans le développement de maladies auto-immunes telle que le diabete de

type 1 ou encore dans le développement de certaines leucémies (104,1'05).

C’est dans cette optique que nous avons cherché a développer des outils permettant de
mieux caractériser la fonction de lip35. Tout d’abord, la génération d’une lignée de souris
transgéniques exprimant lip35 permettra d’étudier I’impact du niveau d’expression de
Tip35 sur la sélection du répertoire peptidique menant ou non vers le développement de
maladies auto-immunes. Ensuite, la production d’un anticorps polyclonal spécifique a
cette isoforme sera d’une grande utilité pour détecter Iip35 lors de I’exécution de
différentes techniques expérimentales telle que la caractérisation de la lignée de souris

‘transgéniques produite.
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4.1 Etablissement de lignées de souris transgéniques

L’utilisation de souris transgéniques constitue un outil de recherche précieux puisqu’il
permet d’étudier dans un systéme complexe les principaux facteurs étiologiques de
certaines pathologies. Plusieurs modéles de souris transgéniques ont, a ce jour, amélioré
Ja compréhension et permis la détermination des prédispositions génétiques favorisant le

développement des maladies auto-immunes.

Sachant que certains alléles de HLA conférent une prédisposition pour le développement
de maladies auto-immunes, des groupes ont dérivé génétiquement des souris afin de les
« humanisées » en exprimant des molécules du locus HLA. De telles souris transgéniques
exprimant par exemple HLA-DR et HLA-DQ ont permis de déterminer I’influence
- allélique sur le répertoire peptidique présenté aux cellules T et sur le développement de
cellules T autoréactives. Les études utilisant des souris transgéniques ont débuté avec
I’expression d’une seule chaine des molécules de classe II du CMH, ce qui a démontré
que les chaines humaines pouvaient s’associer avec les chaines murines (106). Par la
suite, d’autres souris transgéniques ont été faites avec des molécules complétes du HLA.
Des modéles de souris transgéniques exprimant soit HLA-DQ4 ou HLA-DQS ont
confirmé le role de HLA-DQS8 dans le développement du diabete de type 1. Ces modéles
ont en plus démontrer que méme certains alléles pouvaient avoir un effet protecteur
contre le I’apparition de cette maladie (107,108). La production de plusieurs souris
transgéniques a donc permis de mieux comprendre et cibler les prédispositions

génétiques menant vers le développement de maladies auto-immunes.

De plus, 1’établissement de lignées .de souris «knock out» Ii-/- a apporté
plusieurs réponses sur les fonctions de cette protéine dans la présentation antigénique.
Plusieurs groupes ont caractérisé le phénotype spécifique associé a ces souris. L’absence
de Ii a confirmé ’importance de ce chaperon au cours de la présentation antigénique.
Chez la souris, seules les isoformes lip31 et p4l sont exprimées, ou lip31 est
I’homologue de Iip33 humain (39,40,109,110). La production de souris transgénique

our Iip33 humain a déja été réalisée. Ce modéle a permis de caractériser 1’influence de
p
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laffinité du CLIP dans le répertoire peptidique des molécules de classe II et son
influence sur I’activité de HLA-DM (111). Les résultats de cette étude ont apporté des
informations supplémentaires sur 1’effet de I’affinité du CLIP avec la molécule de classe
IT du CMH sur la présentation des peptides. Ce groupe a démontré que 1’échange
peptidique pouvait se faire en absence de HLA-DM lorsque que le CLIP avait une faible
affinité pour les résidus de la niche peptidique. Effectivement, lors de sa dégradation, Iid
se désassocie plus rapidement si le CLIP n’est pas lié¢ fortement. La niche peptidique
étant vide, un nouveau peptide peut s’y lier sans 1’aide de HLA-DM et étre par la suite
présenté a la surface cellulaire (112). De plus, la lignée de souris transgénique exprimant
Ii humain produit par ce groupe n’a pas démontré de différences phénotypiques
significatives avec une souris de type sauvage. La pfe’sentation antigénique ainsi que
I’expression des molécules de classe II en surface semblait normal chez ceé souris.
Puisque notre stratégie est de créer une lignée de souris lip33 et lip35, ces résultats nous
permettent de confirmer que I’expression de Iip33 chez la souris servira d’un bon témoin

pour notre étude.

Cependant, il faut se questionner sur la validité de ce modele. Le nombre de cellules B
e?(primant Iip33 ou lip35 est tres faible (Figure 3.11 et 3.10 respectivement). Nous nous
attendions 2 une expression présente dans toutes les cellules exprimant CIITA. En effet,
nous avions optimisé la production des souris transgéniques en s’assurant d’un niveau
d’expression cellulaire maximal pour chacune des constructions (Iip33 et Iip35). Tout
d’abord, nous avions modifié la séquence en amont du premier AUG de Ii afin
d’améliorer ’efficacité de la traduction de lip35 en optimisant la séquence Kozak en 5’.
Bien qu’il soit difficile de comparer I’efficacité d’initiation de la traduction entre I’ADNc
muté et celui de type sauvage, il est toutefois clair que ’optimisation de la séquence
Kozak permet une forte expression de lip35 (Figure 3.3). Il pourrait méme étre
intéressant d’effectuer cette mutétion dans I’ADNc sauvage encodant lip33 et lip35 et

ainsi évaluer le changement dans le ratio des deux isoformes.

D’autre part, tout comme le groupe de Mathis, nous avons inséré les fragments d’ADNc

lip33 ou lip35 au site Clal du vecteur pDOI-6. A P’aide de ce plasmide, ce groupe a
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produit une ligné de souris transgénique exprimant Ii ol le CLIP avait été changé par
I’épitope dominant E¥ du cytochrome C reconnu par les cellules T. La protéine mutée
avait aussi une extension supplémentaire de 42 acides aminés au C-terminale. Selon les
résultats obtenus lors de cette étude, le niveau d’expresslion du transgene était comparable
au niveau d’expression de Ii endogéne présent dans le thymus et dans les ofganes
lymphoides périphériques. Le systétme immunitaire de ces souris reste cependant a
caractériser plus en profondeur par ce groupe (113). Les résultats du groupe précédent
nous permettaient de nous assurer un choix adéquat de plasmide pour I’expression
optimale de Ii. Par la suite, nous nous somme donc assurer par transfection cellulaire que
I’expression de li de nos constructions était spécifique au CPA. Ldrsque nous observons
la figure 3.4 nous pouvons remarquer une importante différence d’expression entre les
plasmides transfectés en absence et en présence de CIITA. Cette spécificité devait assurer
I’expression de i dans les cellules présentatrices d’antigénes exclusivement. Puisque nos
constructions étaient optimales, nous nous attendions alors & une expression dans la

totalité de ces cellules chez nos souris transgéniques.

Nous pouvons ensuite nous demander si les souris transgéniques produites seront
représentatives pour des études ultérieures. C’est avec la collaboration de I’équipe de D"
N. Labrecque de I’Université de Montréal que les fragments pDOI-6p33 et pDOI-6p35
ont €té injectés dans des oocytes murins (Figure 3.7). Nous avons donc obtenu cing
souris transgéniqueé lip35 et trois lip33 (Figure 3.8 et 3.9). Cependant, la présence de
I’ADNc n’assure pas son expression et le faible pourcentage de cellules B positives
obtenus nous oblige a nous questionner sur notre modéle (Figure 3.10 et 3.11). 1l
faudrait comparer ces résultats avec d’autres générations subséquentes ainsi nous
pourrions déterminer si ce probléme d’expression est relié au site d’insertion puisqu’il
serait transmis aux générations suivantes. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer le
faible niveau d’expression des souris transgéniques. Tout d’abord, il peut s’étre glisser
une erreur lors du dosage de I’ADNc avant !’injection. La stratégie de clonage était la
méme pour les deux souris. Il s’agit du méme plasmide et du méme promoteur et
I’expression est beaucoup plus faible chez les souris Iip33. Ce qui pourrait expliquer le

résultat obtenu. De plus, avec I’insertion d’lip35 dans les CPA des souris, nous pouvons



75

nous attendre a un changement du patroﬁ d’expression. C’est-a-dire que l’expréssion
pourrait avoir lieu dans des cellules plus immatures que celles testées. Le marqueur
utilisé était le CD45 cependant, il ne discrimine pas quelles cellules B (immatures ou
matures) expriment lip35. Il informe sur la population quasi-totale des lymphocytes B.
Chez I’humain I’expression d’lip35 se fait de fagon plus tardive dans la maturation de ces
cellules. D’autres marqueurs cellulaires pourraient étre utilisé tel que le niveau d’IgM en
surface. Nous pourrions donc avoir plus de précisions sur quelles populations de cellules

B expriment Iip35.

Un modéele optimal serait que toutes les cellules présentatrices d’antigénes matures
(CIITA positives) expriment lip33 ou lip35 humain. Nous pourrions, soit réinjecter des
ADNCc dans des oocytes ou croiser les souris possédant le meilleur faux d’expression
ensembles. Dans le cas des souris transgéniques lip33, il serait préférable de réinjecter
I’ADNc poﬁr obtenir un pourcentage de cellules positives semblables a ceux obtenus
pour les souris lip35. De plus, nos souris ont été faites avec des souris 61‘1 i murin est
présent. Il pourrait y avoir une compétition pour le transactivateur entre Ii endogéne
exprimé et éelui_ produit par ’ADNc. En plus, sachant que le groupe de Rudensky, a
établi une lignée de souris lip33, nous pouvons affirmer qu’il est possible d’obtenir de
bons mod¢les. Les souris Iip33h ¢établies par ce groupe avait un niveau d’expression du |
transgéne comparable au Ii d’une souris de type sauvage. Lors de leurs analyses, ils ont
obtenus un niveau d’expression de molécules de classe Il du CMH similaire aux souris
de type sauvage. IlIs n’ont pas détecté de différence dans la dégradation de Iih, ni dans la
présentation antigénique. Cependant, leur étude ne précise pas le promoteur utilisé pour
I’expression de lip33h chez les souris et a été faite 2 partir de souris qui n’exprimaient
pas li murin. Eliminant ainsi, I’hyphothése de compétition entre I’exprssion du transgéne
et de I’endogéne. Finalement, ils ont détecté aucun signe d’auto-immunité chez ces souris

(112). Ce modele reste donc un excellent outil de recherche.

Il n’existe cependant pas encore de bon modele animaux pour 1’étude de lip35. Cette
lignée de souris transgéniques serait unique et permettrait d’éclaircir I’importance de

lip35 chez I’humain. Effectivement, plusieurs pathologies sont associées au déréglement
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de son niveau d’expression. Avec les souris Iip35 obtenues, il serait important de vérifier
en premier lieu si la présence de Lip35 a une influence sur les populations cellulaires des
organes lymphoides en quantifiant la proportion de cellules B, T et déndritiques dans la
rate, le thymus, les ganglions et la moelle osseuse. De plus, il serait important de
connaitre le niveau d’expression en surface des molécules de CMH 1I via I’analyse des
lymphocytes B afin de déterminer si lip35 exerce un effet de rétention sur les CHM de
classe II murins. Par ailleurs, il faudra également déterminer les effets des transgénes sur
le niveau d’expression de Ii murin et s’interroger a savoir si les molécules de CHM de
classe 1I s’associeront préférentiellement avec Ii murin ou Ii transgénique. Bref, il s’agit
de déterminer de quelle fagon la présentation antigénique de ces souris sera modifiée par

la présence de lip35.

Dans un méme ordre d’idées, puisque la chaine invariante est importante dans la
maturation des cellules B (81), un marquage du niveau d’expression d’IgM en surface des
lymphocytes B provenant de ganglions, de la rate et de la moelle des souris pourrait nous
informer sur leur capacit¢ a maturer en présence des transgénes p33 ou p35. Aussi,
sachant que Ii a un impact important sur le répertoire des cellules T (26,77,79) un
marquage du niveau d’expression de CD3, CD4 et CD8 des cellules du thymus, de la rate
et des ganglions pourrait nous informer sur 1’état de maturation, de différenciation et

d’activation des lymphocytes T (77,79,82).

Par ailleurs, en plus de caractériser le systéme immunitaire de souris transgéniques
obtenues, il serait intéressant d’optimiser le modéle en modifiant le fond génétique des
souris. En effet, les oocytes utilisés proviennent de souris de souche FVB exprimant
I’haplotype H-2% (114). Cependant, puisque certains alleles sont plus propices au
développement des maladies auto-immunes (83), I’expression de 1’haplotype H-2° serait
plus favorable a I’étude de ces maladies. Pour cette raison, les souris transgéniques
exprimant un niveau important des transgénes lip33 ou lip35 devront étre croisées avec
des souris C57BL/6 exprimant I’haplotype H-2" (115,116). Les souris transgéniques

obtenues expriment Ii murin ainsi que [i humain p33 ou p35. Nous pourrions nous
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attendre a une modification du répertoire peptidique présenté par les molécules de classe

I du CMH et peut-étre méme au développement d’auto-immnité.

Une fois le fond génétique modifié, les souris pourront étre croisées ultérieurement avec
des souris Ii-/- pour que la seule forme de Ii exprimée soit celle du transgene. Puisque les
souris Ii-/- démontrent une diminution de I’expression des CHM II en surface (77,79,82),
I’ajout du transgéne Tip33 devrait restaurer cette expression. Cependant, I’expression de
lip35 seul pourrait avoir un influence sur la maturation, le transport et I’expression de ces
molécules et pourrait méme avoir un effet de rétention dans le réticulum endoplasmique
(70,73,77,117). De plus, en tenant compte du fait que le niveau d’expression de Iip35
peut étre un facteur influengant le développement du diabéte juvénile (118), ce modele
d’étude pourrait étre optimisé Vpar le croisement avec des souris humanisées pour
I’haplotype HLA-DQS, plus susceptible au déVeloppement de cette maladie (119).
Finalement, on pourrait méme croiser les lignées Iip33 et Iip35 ensembles et faire varier
les niveaux d’expression de chacune des isoformes. Ceci pourrait caractériser comment le
déreglement de 1’expression de ces protéines influence le développément de certaines

pathologiés.

D’autre part, un modéle murin Iip35 permettrait de découpler les fonctions de Ii dans la
présentation antigénique versus ses fonctions de différents ligands ou de récepteurs. En
effet, Ii, souvent appelé CD74, a été reconnu lors de certaines études pour sa capacité de
se lier avec le CD44 des lymphocytes T. Lors de sa maturation certains Ii acquiérent un
composé de chondroitine sulfate. Cette forme Ii-CS présente en surface cellulaire
permettrait la stimulation des cellules T (120). Cependant, Iip35 ne migre pas vers la-
surface, une diminution de cette stimulation via CD44 pourrait donc étre observée dans
ce modele. De plus, certaines cytokines sont capables de lier le CD74 (li) présent a la
surface cellulaire. Le MIF (Macrophage migration inhibitory factor) est une cytokine
reconnue pour étre associé a I’induction du cancer intestinal impliquant Helicobacter
pylori. La liaison de MIF avec le CD74 favoriserait le développement de ce cancer (121).
Les modeles de souris transgéniques lip33 et Iip35 pourront donc apporter de plus amples

informations sur les roles de Ii autres que la présentation antigénique.
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Ainsi, aprés avoir caractérisé 1’état du systéme immunitaire et optimisé le modéle murin,
des tests de présentations antigéniques pourront étre effectués. L utilisation de ces souris
comme modéle pour le diabéte juvénile serait trés utile pour comprendre le processus
pathologique de cette maladie. On pourrait méme par la suite, instaurer des traitements ou
vaccins permettant de diminuer ou méme d’éliminer les causes et symptomes de la
maladie. Les possibilités d’études deviennent donc trés vastes avec ce modéle de souris

transgéniques.

4. 2 Production d’anticorps polyclonaux spécifiques a lip35.

La production d’anticorps est une technique trés répandue et permet une forte spécificité
lors d’études sur une protéine distincte. En plus, les anticorps commerciaux existants
pour détecter la chaine invariante ne sont pas spécifiques a une isoforme en particulier.
Les plus connus sont PIN-1 et BU45. Ceux-ci reconnaissent respectivement les parties N-
terminale et C-terminale de tous les isoformes. La production d’un anticorps anti-Iip35
devient donc trés intéressante car il permettrait de discriminer soit en
immunofluorescence ou bien en immunoprécipitation la fonction de Iip35 avec les autres
isoformes présentes chez I’humain. Nous pourrions répondre a plusieurs interrogations
telles queile est la demi-vie de Iip35? Quelle forme a le complexe CMHII/Ii lorsque que
Iip35 est présente? Quel est le cheminement cellulaire de ce complexe? Vers quels
compartiments se dirige t’il et se dégrade t’il1? Quel est le ciblage cellulaire spécifique de
Iip35?

Au départ, nous aurions voulu produire un anticorps monoclonaux pour éviter les
réactions croisées qui sont plus fréquentes avec 1’utilisation d’anticorps polyclonaux.
Cependant, nous avons échoué et ce méme aprés trois reprises. Les hybridomes ne
produisaient pas d’anticorps méme si un niveau élevé sérique avait été détecté. Nous
avons donc choisi les anticorps polyclonaux. Pour ce faire, nous avons utilisé deux lapins
s’assurant ainsi une forte réponse immunitaire de la part d’au moins un des lapins. 11 est

connu que la réponse polyclonale différe d’un animal a 1’autre (85). Effectivement, la
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réponse a été différente entre le lapin 1 et le lapin 2 (Figure 3.13, 3.14 et 3.15). Le lapin
1 ayant une production plus forte : la densité optique correspondant au taux d’anticorps

“sérique des lapins, obtenue par ELISA, était considérablement plus élevée pour le lapin 1. |

D’autre part, la caractérisation du sérum s’est poursuivie par le marquage intracellulaire
de cellules 293TIip35 exprimant de fagon stable Iip35. Pour ce faire, les sérums du lapin
1 et 2 ont été utilisés comme anticorps primaire d’un marquage indirect. Le marquage
s’est avéré négatif pour les deux sérums malgré le fait que les anticorps produits sont
spécifiques pour la séquence peptidique des 16 acides aminés de la queue cytoplasmique
de Iip35. Il se peut que cette partie de la chaine invariante soit inaccessible dans les
cellules pour permettre la liaison des anticorps. Le marquage a été refait a plusieurs
reprises et avec plusieurs dilutions. Nous avons méme repris le marquage aprés la
purification des anticorps en obtenant toujours le méme résultat. Nous aurions peut-étre
pu faire d’autres méthodes de fixation. Nous avons fait la ﬁxationl avec la
paraformaldéhyde mais nous aurions pu utiliser le méthanol par exemple ou d’autres tels
le Triton ou une solution de Tris-HCL. C’est modification aurait peut-étre augmenté

’accessibilité de la protéine a I’anticorps produit.

Cependant, nos résultats ont montré que 1’anticorps produit par le lapin 1 pouvait détecter
la chaine invariante lip35 en immunobuvardage (Figure 3.17 et 3.18). En fait, nous
sommes dégus puisque cet anticorps aurait été extrémement utile lors de détections en
cytométrie en flux. De plus, la technique d’immunofluorescence est faite selon le méme
protocole que la détection avec le cytometre alors nous risquons de ne pas pouvoir utiliser
cette technique avec cet anticorps. Cependant, si elle fonctionne, cette technique
permettra de suivre seulement lip35 ou lip33 ne serait pas détecté. On aussi aurait voulu
un anticorps monoclonal, par contre, cet anticorps sera tout de méme trés utile pour la

caractérisation des souris transgéniques lip35.
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4.4 Conclusion

La présentation antigénique par les molécules de CMH II nécessite la présence de la
chaine invariante. Celle-ci s’associe aux molécules de CMH II au niveau du réticulum
endoplasmique et permet le bon repliement des molécules. Ii sert aussi de chaperon et
guide le complexe vers les .compartiments endosomaux tout en permettant une maturation
adéquate des molécules de CMH II. Par ailleurs, 1ip35 joue un rdle important dans le
systéme immunitaire humain. Le déréglement de son expression semble avoir un iinpact
sur le développement de certaines maladies tel que le diabéte de type 1. Cependant, la
caractérisation fonctionnelle de Iip35 n’est pas compléte. Le développement d’outils
d’étude est alors essentiel pour mieux comprendre son rdle dans la présentation
antigénique et son influence dans 1’apparition de maladies auto-immunes chez certains

individus.

Nous avons donc établi une ligné de souris transgéniques exprimant Iip35 et lip33
humain. Nous avons obtenu une proportion assez faible de lymphocytes B 1ip35 positifs :
le meilleur taux obtenu étant 38%. Pour le transgéne lip33, les résultats étaient beaucoup
plus faibles car éeulement 9% des cellules B étaient positives. Cependant, les cellules
positives expriment un niveau cellulaire élevé du transgéne. D’autres tests devront étre
effectués sur les souris et sur les générations suivantes pour déterminer si c’est le site
d’insertion du transgéne qui explique ce faible résultat. Les souris Iip33 servent de
témoin pour les études qui seront effectuées avec les souris Iip35. Il sera nécessaire
d’étudier la maturation, la différentiation et ’activation des lymphocytes T et B. De plus,
il faudra caractériser 1’expression des molécules de CMH II et la présentation
antigénique. Enfin, ces souris devront étre croisées avec des souris négatives pour Ii (li-/-
) pour connaitre 1’influence du transgéne sur le syst¢tme immunitaire des souris. Nous
pouvons par contre nous demander si notre modéle sera bon puisque les niveaux
d’expressions sont trés faibles, surtout pour les lip33. Il serait méme préférable de

réinjecter ces souris pour obtenir un niveau comparable au lip35. De plus, ’anticorps
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obtenus n’est pas efficace dans toutes les techniques. Ce qui restreint beaucoup son

utilisation.

La caractérisation de Iip35 demande encore plusieurs études. Son rdle qui semble
important pour la réponse du systéme immunitaire reste toujours obscur. Sachant que le
déréeglement de son expression peut engendrer des pathologies, il est alors primordial
d’optimiser le modele de souris transgénique Iip35. Nous pourrions alors faire varier son
taux d’expression et observé s’il y a développement d’auto-immunité. L’utilisation d’un
modele de souris transgénique permettra donc d’avancer les recherches et de mieux

comprendre les maladies auto-immunes.
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