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Résumé

Les superantigènes (SAg) sont de puissants mitogènes pour les lymphocytes T. La

simple exposition à ces molécules cause des maladies allant de l’empoisonnement

alimentaire au choc toxique. De plus, ils causent l’aggravement de certaines conditions

autoimmunes. Les SAg nécessitent une présentation par les molécules du complexe

majeure d’histocompatibilité (CMH) de classe ii à la surface des cellules présentatrices

d’antigènes (CPA). Bien qu’en général, leur présentation ne semble pas restreinte par les

CMH II, les SAg sont sensibles à l’hétérogénéité des complexes CMH Il-peptide retrouvés

en surface des CPA.

Moins connus que les SAg bactériens, les SAg endogènes ont été au centre de nos

intérêts. Nous avons concentré nos recherches sur la caractérisation des évènements

moléculaires régissant la présentation efficace de ces SAg. Nos efforts de caractérisation du

SAg endogène humain, nouvellement décrit et encodé par le gène env du rétrovirus

endogène humain, HERV-K1$.1, nous ont permis de conclure qu’il était exempt des

caractéristiques des SAg.

D’autre part, nous avons profité d’un modèle d’expression de molécules HLA-DR1

non-permissives à la présentation du $Ag viral (vSAg) du murine mammaiy tumor virus

(MMTV) pour déterminer les conditions moléculaires minimales permettant la présentation

réussie du vSAg par les molécules de CMH IT. Nos recherches nous ont permis de mettre

en évidence le rôle de la machinerie cellulaire d’apprêtement et de chargement des peptides

(incluant la chaîne invariante et DM), dans la production de molécules de CMH II

permissives à la présentation du vSAg. L’effet de la cargaison peptidique des CMH II sur la

réussite de la présentation du vSAg est discuté. De plus, grâce à nos expériences de ciblage

aux compartiments intracellulaires des CMH II et du vSAg, nous avons pu conclure que

l’interaction vSAg — CMH Il-peptide se ferait à la surface cellulaire. Malgré un rôle

bien établi de DM et Ii, nous n’avons trouvé aucun effet significatif de l’expression de DO

sur la présentation des SAg en général. A la lumière de nos recherches, nous discutons les
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rôles possibles des vSAg dans l’étiologie des maladies autoimmunes et dans le cancer du

sein chez l’humain. Nous proposons une zone d’interaction du vSAg de MMTV sur les

molécules de CMH II et abordons son mode de présentation en transfert.

Mots-clés : Superantigènes, MMTV, Lymphocytes B, apprêtement de l’antigène, peptides,

CMH de classe II, diabète autoimmun, HERV.
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Abstract

Superantigens (SAgs) are powerful T celi mitogens. They cause serious pathological

conditions, from food poisoning to toxic shock to individuals coming in contact with them.

They also have been shown to reactivate and exacerbate certain autoimmune conditions.

For efficient immune activation, SAgs require major histocompatibility complex (MHC)

class II presentation at the surface of antigen presenting cells (APC). Although their

presentation seems to be unrestricted by the MHC II molecules, SAgs seem to be sensitive

to the heterogeneity of the pool ofMHC II-pep complexes found at the surface ofAPCs.

Less known than their bacterial counterparts, endogenous SAgs have been at the

center of our research. We have concentrated our work on the depiction of the molecular

events goveming the successful presentation of these endogenous $Ags. Our efforts to

further characterize the newly described human endogenous SAg encoded by the env gene

of HERV-K1 8.1, have allowed us to conclude that it was devoid of SAg activity.

On the other hand, we have taken advantage of a model of HLA-DR1 expression,

non permissive for viral SAg (vSAg) presentation, to determine the minimal molecular

requirements for a successful vSAg presentation. Our work allowed us to determine the role

of the MHC II peptide processing and loading machinery (including the chaperones DM

and Ii) in the production of MHC Il-peptide complexes competent for vSAg presentation.

The effect of the loaded peptide in the MHC II groove on successful v$Ag presentation is

discussed. Through alternative intracellular targeting of the vSAg and MHC II molecules,

we present evidence of productive vSAg interaction only with fully matured MHC II

peptide complexes at the cell surface of APCs. In spite of a well established role of DM and

Ii, we found that DO’s expression did flot significantly affect SAg presentation in general.

Finally, we discuss the possible implications of v$Ags in the ethiology of autoimmune

diseases and in human breast cancer. Also, based on our observations, we offer a new

explanation of the paracrine transfer form of vSAg presentation and we propose a probable
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region of interaction of the murine mammary tumor virus (MMTV) vSAg with MHC class

II molecules.

Keywords : Superantigen, MMTV, B celis, Antigen processing, peptides, MHC class II,

autoimmune diabetes, IDDM, HERV.
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CHAPITRE 1- REVUE DE LITTÉRATURE

1.1 Introduction

Essentiellement, le système immunitaire défend l’organisme en faisant la différence

entre le soi et le non soi. Ceci se fait par le biais d’un système généralisé de récepteurs et

ligands. A plusieurs niveaux, le système exploite la spécificité de l’interaction récepteur

spécffique/ligand afin de mettre en branle tout un système de signalisation intra

(phosphorylations protéiques menant ultimement à l’activation ou la répression de gènes

d’ intérêt) et inter-cellulaire (cytokines, chemokines). L’événement déclencheur de la

réponse immune adaptative est la reconnaissance de l’antigène tAg). L’Ag est

généralement une protéine que les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) s’efforceront

de dégrader en petits fragments peptidiques. Le système immunitaire est doté, entre autres,

d’une famille de molécules capables de lier ces peptides et de les acheminer jusqu’à la

surface cellulaire pour les présenter aux lymphocytes T et activer ceux qui leurs sont

spécifiques. Ces molécules sont communément appelées CMH pour complexe majeur

d’histocompatibilité. Deux classes de CMH sont ainsi capables de présenter ces peptides

antigéniques à l’intérieur d’une niche qui leur est spécialement conçue. Les molécules de

CMH de classe T (CMH I) généralement chargées de la présentation des peptides d’origine

endogène, et les molécules de CMH de classe II (CMH II), qui présentent les peptides

d’origines exogène ou endogène captés par les CPAs. Ces deux classes de molécules ont

chacune un schéma d’expression très différent: Les CMH I sont des molécules

ubiquitaires, se retrouvant à la surface de toutes les cellules nucléées du corps, tandis que

les CMH II se retrouvent exprimées soit uniquement à la surface de quelques cellules

spécialisées (i.e. cellules dendritiques (CD), macrophages (Mø), et lymphocytes B (L.B))

ou suite à une induction sur la plupart des tissus par l’IFN-y.

Une présentation antigénique efficace est normalement atteinte grâce à un système

reposant sur trois éléments principaux

1- Les molécules présentatrices (CMH) sur les CPAs.

2- L’antigène, sa reconnaissance, sa capture et son apprêtement.
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3- Les récepteurs sur les cellules effectrices (lymphocytes T (L.T)) menant à

l’élimination de l’Ag.

Figure 1.1 Représentation schématique de la présentation antigénique par les
molécules de CMII II à un lymphocyte T auxiliaire CD4+.

1.2 Les molécules du CMII

En plus d’être des gènes les plus polyrnorphiques du génome (HLA-B compte plus

de 500 allèles à lui seul), le complexe HLA (CMH humain, voir plus loin) est associé aux

maladies plus que toute autre région génomique chez l’humain, surtout en ce qui concerne

l’infection et 1’ autoimmunité (1).

Ces trois éléments sont sujets à de nombreux contrôles, à différents niveaux, servant

à éviter le sabotage par les organismes infectieux, à s’assurer qu’aucun pathogène ne passe

inaperçu et à détecter les cellules tumorales tout en évitant les réponses autoimmunes.

complexe CD3
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1.2.1 Locus du CMH

Le locus du CMH a été localisé sur le bras cours du chromosome 6 (6p2l.3) chez

l’homme et 17 chez la souris. Chez l’homme ce locus d’environ 4x106 de paires de bases,

code pour 224 gènes dont la majorité ne sont reliés à aucune fonction immune. Ces gènes

se retrouvent divisés en 11 groupements génétiques dont les plus grands et parmi les plus

exprimés, ceux des ARNt et des histones. Ces deux groupements se retrouvent rapprochés

afin de maximiser leur niveau de transcription, et en se regroupant autour d’eux, les gènes

du CMH deviennent inclus dans une région chromosomique à haute fréquence d’expression

(2). Le fait que les pressions sélectives aient regroupé ces gènes autour d’une même région

à haute fréquence d’expression souligne l’importance de ces groupements génétiques,

même si leurs fonctions ne sont pas directement reliées.

Le locus des CMH est divisé en trois régions : Les CMH de classe II, III et I

(respectivement en allant du centromère vers le télomère) (fig. 1.2). La région des classes I

code pour les molécules de CMH de classe I (HLA-A, B et C). Ces molécules sont

responsables de la présentation de peptides endogènes aux lymphocytes T cytotoxiques

CD8+. Les molécules de CMH de classe II classiques (HLA-DR, DP, DQ), codées dans la

région des classes II, sont responsables de présentation de peptides aux Lymphocytes T

CD4+. Parmi les gènes encodés dans cette région du locus des CMH, on compte aussi les

gènes TAFJ/TAF2, LMP2/LMF7 et les gènes DOA, DO3, DM4 et DM13 codant pour HLA

DO et HLA-DM, deux molécules de CMH II baptisées non-classiques puisqu’elles ne se

retrouvent presque jamais en surface, et sont incapables de présentation antigénique par

elles mêmes. Quoique moins impliqués dans la présentation antigénique, les gènes

retrouvés dans la région III codent pour, entre autres, le « tumor necrosisfactor a» (TNF

cL) et quelques composantes du système du complément (3).
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1.2.2 CMH de classe I

Les molécules de CMH I sont formées de deux chaînes polypeptidiques différentes:

la chaîne Œ (44 kDa) hautement polymorphique, encodée par les gènes de la région des

classes I du locus du CMH, et la f32microglobuline ((32-m, 12 kDa) invariante, encodée à

l’extérieur du locus des CMH (chromosome 2 chez la souris et 15 chez l’homme). La

chaîne lourde, ou chaîne a, est composée de trois domaines extra cellulaires (cd à Œ3), un

domaine transmembranaire hydrophobe et un domaine cytoplasmique totalisant environ

275 acides aminés (a.a.). a3 est un domaine 1g hautement conservé chez toutes les

molécules de classe I. Les domaines cd et Œ2 forment ensemble le site de liaison

peptidique. Ce domaine est composé de 180 a.a. formant un plancher en feuillets f3 entouré

de deux hélices Œ. Le site de liaison peptidique ou encore la niche peptidique ainsi formée

peut accommoder un peptide linéaire de 8 à 10 a.a.

Durant sa formation dans le réticulum endoplasmique (R.E.), la chaîne a doit être

stabilisée par l’action des chaperons du R.E., Bip et calnexine, avant d’interagir

correctement avec la (32-m. Une fois les deux chaînes de la molécule de classe I réunies, la

cainexine est relâchée et un autre chaperon se lie au complexe, la cairéticuline.

L’association de la calréticuline permet le recrutement de ERp57 (qui catalyse la formation

des ponts disulfures entre les domaines au niveau des domaines a2 et Œ3 (4,5)) et de la

tapasine. La tapasine fera le pont avec le complexe de chargement (TAPi, TAP2). Les

molécules TAP (Transporter for Antigen Processing) font partie de la famille des «ATP

binding cassette» (ABC) et sont responsables du transport des peptides de taille inférieure

à 12 a.a. du cytosol au lumen du R.E. Grâce à la tapasine, la molécule de classe I

nouvellement synthétisée conserve une conformation capable de lier ces peptides et ainsi

compléter sa maturation et sa sortie du R.E. pour présenter son cargo à la surface cellulaire

aux lymphocytes T CD$+. Sans chacun de ces chaperons, et en absence de lien peptidique
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stable, les molécules de CMH de classe I seraient mal formées, instables, s’agrégeraient

sans quitter le R.E. et seraient détruites (4,6).

-Roe. défeceuBes
et barcrI &tmtIfs

- r
-.

-—

Protiesendocytées

C franm’érdes cplrrie

oProtéh;4z:L

Figure 1.3 Sources potentielles des peptides présentés par les CMII I. 1) protéines
cytoplasmiques endogènes ou virales, 2) protéines défectueuses et transcrits incomplets
(incluant les DRiPs (defective ribosomal proteins) et les produits de transcriptions
cryptiques), 3) protéines provenant du R.E. et retransloquées au cytoplasme et 4) protéines
intemalisées par la voie endocytaire se retrouvant par la suite dans le cytoplasme. Ces 4
premières sources de peptides sont protéasome et TAP et ERAAP (ER arninopeptidase
associated with antigen processing) dépendantes. 5) La seule voie indépendante de la
génération de peptides par le protéasome, implique plutôt une digestion protéique
lysosomale menant à un chargement peptidique TAP indépendant. (figure adaptée de (7)).
Pour plus de détails sur la voie d’apprêtement des peptides présentés par les CMH I voir (8)

CytxplaGme

: Protéines endocytées et
&iargées dar les endosomes

I sir des I
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Dans le cytoplasme, la majorité des protéines cellulaires seront dégradées par le

protéasome. Les peptides ainsi générés seront transioqués via TAP au R.E. et pourront être

logés dans la niche des molécules de classe I. Ainsi les CMH I chargés de peptides

accomplissent leur fonction en aidant les L.T cytotoxiques CD8+ à reconnaître et éliminer

les cellules produisant des protéines anormales ou étrangères résultant de mutations ou

d’infections. (Pour une revue plus complète sur la voie des CMH I se référer à (4,9,10)).

1.2.3 Les molécules de CMII de classe II

Les molécules de CMH de classe II sont des hétérodimères transmembranaires de

55-60 kDa. Elles sont formées de deux chaînes, a (32-34 kDa) et f3 (29-32 kDa), associées

de manière non-covalente et classiquement très polymorphiques, surtout au niveau de la

chaîne f3. On compte trois isotypes de CMH II chez l’homme (HLA-DR, DP, et DQ) et

deux chez la souris (lA et lE). Structurellement, les deux chaînes sont très semblables, et la

différence de poids moléculaire serait principalement le résultat de glycosylation

différentielle. Chacune des deux chaînes forme deux domaines extracellulaires d’environ

90 a.a. chacun avec un domaine hydrophobe transmembranaire et une courte queue

cytoplasmique à leur extrémité C-terminale. La structure tridimensionnelle des molécules

de classe II rappelle celle des classe I surtout en ce qui a trait à la niche peptidique qui est

aussi formée par 8 feuillets f3 encadrés par deux hélices Œ formées par chacune des deux

chaînes. Cette niche peptidique est ouverte des deux bords et permet d’accommoder des

peptides de tailles variables puisque leurs extrémités peuvent dépasser des côtés ouverts de

la niche (11,12). Le polymorphisme de la chaîne f3 des CMH II se concentre dans cette

région et serait responsable pour la spécificité peptidique de chaque allotype de classe II

différent (13).

Les molécules de CMH II jouent un rôle de présentation de peptides antigéniques

similaire à celui des CMH I, par contre leur cargaison est acquise dans des compartiments

spécialisés de la voie endocytaire et est indépendante du protéasome. Malgré des
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similitudes structurelles et fonctionnelles assez prononcées entre les molécules de CMH I et

II, c’est de la localisation et l’origine du répertoire peptidique disponible pour le

chargement, que la différence et la complémentation des fonctions apparaissent entre ces

deux classes de molécules. Une des différences majeures se retrouve au niveau de leur

distribution cellulaire. L’expression des CMH I est dépendante d’une génération peptidique

constitutive via un complexe enzymatique constitutif - le protéasome - et est donc

ubiquitaire. Par contre, la présentation par les CMH II est dépendante d’une voie

endocytaire de génération peptidique qui se retrouve constitutive seulement chez certaines

populations cellulaires très spécialisées ; les L.B, les cellules dendritiques (CD), les

macrophages (MØ) et l’épithélium thymique. De par l’expression des molécules de classe

ii à la surface cellulaire, ces cellules sont nommées de cellules présentatrices d’antigènes

(CPA). Il est important de noter que cette voie de présentation antigénique est normalement

inductible par l’IFN-y dans la majorité des tissus (voir plus loin).

1.2.3.1 Régulation de l’expression des molécules de CMII II

Comparé aux CMH I, la régulation de l’expression des CMH II est plus complexe.

En effet, les niveaux d’expression des CMH II varient selon l’état de différenciation ou

d’activation des CPA. L’expression des CMH de classe II est restreinte aux CPA et aux L.T

(humains) activés. Pour le reste des cellules, l’expression des CMH II est inductible par le

biais de plusieurs facteurs dont l’IFN-y est le plus puissant. L’effet de l’IfN-y peut être

inhibé par l’IFN-Œ, l’IL-l, l’IL-4 et la TGF-f3 (14).

La régulation principale de l’expression des CMH II se fait au niveau

transcriptionnel (15). Les promoteurs des gènes du CMH II sont caractérisés par des boîtes

(S (ou W), X, X2 et Y) reconnues chacune par des complexes ubiquitaires de protéines

régulatrices tels que RFX, X2BP, et NFY (voir figure 1.3) (14). Le complexe

macromoléculaire formé par l’engagement de ces boîtes est appelé «MHC II

enhanceosorne ». L’ «enhanceosorne» par lui même n’est pas suffisant pour activer la
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transcription. En revanche, c’est à ce dernier que viendra se rattacher CIITA (class II

transactivator) pour lancer l’expression des gènes de classe II. CIITA est un activateur qui

ne lie pas l’ADN, et qui a la capacité d’acétyler les histones (Histone Acétyle Transférase,

HAT) permettant le relâchement de la chromatine pour faciliter la transcription des gènes.

De plus, une fois en interaction avec le «enhanceosome », il recrute d’autres protéines

HAT (p300, CBP et pCAF) (14).

TGFD
Trophoblastes

statines
50Œ1

-/ / NO

lENT -- —/

Macrophages +
L.T activés thumairis) Pbsmocwtes

CeIus denukitiques (CD)
Ceikiles épithéliales Thymiques “.. CD maturesJ3

-

CflTA

ubquitaires

r., f RFX
X2BP NF-Y

W ou S X X2 y DR, DP, DQ, Ii, DM, DO

Enhanœosome

Figure 1.4 Schéma représentant les éléments influençant positivement (vert) ou
négativement (rouge) l’expression de CIITA et des molécules de classe II. CIITA est
exprimé de façon inductible (voie de l’IFN-y) ou de façon constitutive chez les L.B,
macrophages, cellules dendritiques et cellules épithéliales thymiques. De plus CIITA peut
être induit ou réprimé suite à l’activation (L.T activés humains) ou la maturation de
certaines cellules (plasmocytes, CD matures). (Image modifiée de LeibundGut-Landmann
et aï. (14)).

Étant donné la nature ubiquitaire des complexes protéiques liant les boîtes des

régions promotrices (S, X, X2 et Y) des classes II, c’est la présence de CillA qui dicterait

le schéma d’expression des CMH ii à travers les cellules de l’organisme. Donc la
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régulation de l’expression des CMH II passe par celle de CIITA qui est elle aussi

principalement transcriptionnelle. La régulation de la transcription de MHC2TA (le gène

codant pour CIITA) est spécifique au type cellulaire et passe par 4 séquences promotrices

pI à pIV, en amont du codon d’initiation (voir figure 1.5). plI est la région la moins active

des 4 régions promotrices et est unique à l’humain. Son fonctionnement reste encore mal

compris. Le promoteur pi serait le promoteur principal pour lancer l’expression de CIITA

dans les cellules dendritiques (CD). p111 est le promoteur de MHC2TA utilisé par les L.B,

les L.T activés et les CD plasmacytoïdes. pIV est le promoteur inductible par l’IFN-y. Outre

le rôle essentiel pour l’expression des molécules de classe II, CIITA augmente l’expression

des CMH I et de la 132-m puisque l’expression de ces gènes dépend de la formation du

même «enhanceosome» sur leurs boîtes (S, X, X2 et Y) promotrices. Par contre, CIITA

n’est pas essentiel pour l’expression des CMH I ou de 132-m, la formation de

1’ «enhanceosome» suffit pour assurer leur transcription.

pI plU

/
CD d’origine de la

moelle ceseuse
et Macrophages

L.E et L.T
acUvs

CD plasmacytoldes

Figure 1.5 Régulation de la transcription de gène MHC2TA dans les différentes
cellules. (CD cellules dendritiques, L.B et L.T t lymphocytes B et T, TEC t Cellules
épithéliales thymiques) (Image modifiée de LeibundGut-Landmann et aI. (14)).

pW

I MHC2TA

hductlcn â IFN
et TEC
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1.2.3.2 Distribution de l’expression de CIITA et des CMII II

1- Les L.B : les L.B expriment CIITA à l’aide du promoteur p111 (Figure

1.5) (16)

2- Les CD: On peut distinguer deux groupes de CD en fonction du

promoteur utilisé pour exprimer CIITA. Les CD d’origine de la moelle

osseuse (monocytes, splénocytes...) utilisent pI et à une fréquence

beaucoup moindre p111 (17), par contre les CD plasmacytoïdes utilisent

exclusivement p111. (18)

3- Les L.T activés: Chez l’homme, l’activation des L.T engendre

l’expression de CMH ii à la surface. Ceci est dû à une induction de

l’expression de CIITA. Chez la souris cette observation est confirmée

mais les niveaux de CIITA induits sont plus faibles et incapables de

mener une expression détectable de CMH II à la surface. L’expression de

CillA induite par l’activation des L.T passe par le promoteur p111 de

MRC2TA.

4- Les cellules stimulées par L’IFN-y: En réponse à 1’IFN-y, les cellules

CMH II - qui y sont exposées produisent et présentent à leur surface des

molécules de CMH II grâce à l’activation de la transcription du gène

MHC2TA via le promoteur pIV. Cette activation mènerait à la production

de CIITA et la transactivation des gènes de CMH II incluant Ii, DM,

DOa et beaucoup moins D0f3 (19). L’activation de MHC2TA par l’IfN-y

est indirecte et passe via la production d’IRF-l (interferon response

factor-1) qui est elle même induite par Ï’IFN-y. Cette cascade

expliquerait le délai de l’induction des CMH II par l’IFN-y (voir chapitre

3) (14,20).
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5- Les Macrophages: Le traitement des MØ par l’IFN-y mène à une

production de CIITA via pIV mais surtout via pI (20). On a d’ailleurs

observé que la production de CIITA via pIV serait transitoire tandis que

celle via pI est de plus longue durée. Chez les souris ayant une délétion

du promoteur pIV, on n’observe aucune perte de CMH II sur les MØ

induits à l’IfN-y démontrant que pI est le promoteur principalement

sollicité chez ces cellules. L’activation de ce promoteur par l’IFN-y

demeure cependant mal caractérisée (21).

La régulation ne signifie pas uniquement une activation de l’expression de CIITA,

mais aussi son inhibition (figure 1.4). Plusieurs mécanismes sont utilisés pour s’assurer de

l’arrêt de la production des CMH II. Dans le cas des CD, durant leur maturation suite à la

rencontre de l’Ag, elles arrêtent de produire des CMH II de novo. Ceci fait suite à une

inactivation rapide de MIIC2TA par déacétylation des histones à proximité (17). Pour les

L.B, lors de leur différenciation en plasmocytes, la région p111 du promoteur de MHC2TA

devient complètement dénudée de facteurs de transcription (22,23), ce qui explique l’arrêt

de production de CillA et par le fait même celle des CMH II. Les travaux du groupe de

Calame impliquent la protéine Blimp-1 (3 lymphocyte-induced maturation protein 1) dans

la répression transcriptionnelle de MHC2TA (24). En effet, Blimp-1 recrute la déacétylase

d’histone 2 (histone deacetylase 2, HDAC2) (25) et la transférase de groupement méthyle

G9a (26) à l’« enhanceosome ». Ces deux composantes agissent sur la Lysine 9 (K9) de

l’histone H3. En fait, les modifications (acétylation et méthylation) post-traductionnelles

des histones sont reconnus pour modifier (activer et réprimer respectivement) la régulation

des gènes (27).

En ce qui concerne l’induction par l’IFN-y, elle peut être contrecarrée par

l’intermédiaire de cytokines antagonistes comme l’IL-l, 4 et 10 ainsi que l’IFN-Œ et surtout

le TGF-3 (figure 1.4). De plus, l’induction par l’IFN-y de la production de classe II sur les

tissus CMH 11 est un phénomène transitoire. En effet, il y aurait un système de rétro-
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contrôle permettant d’arrêter l’expression des CMH II. L’IFN-y, tout en activant

l’expression de MHC2TA via pIV, active aussi SOCS-l (suppressor of cytokine signaling

1), une protéine qui inhibe la transmission du signal du récepteur de l’IFN-y en inhibant

l’activité kinase de Jak-2 (28,29).

Tous ces moyens de régulation sont induits lors de la maturation des cellules en

question, ou par l’action de cytokines. Il existe un dernier mécanisme de suppression de

CIITA qui serait plutôt constitutif et servirait à éviter une induction par l’IFN-y au niveau

des trophoblastes. Ce mécanisme demeure mal caractérisé et est controversé dans la

littérature; trois pistes de repression d’expression (silencing) sont proposées. Le premier

mécanisme, repose sur une hyperméthylation au niveau de pIV empêchant l’attachement

d’TRF-l (30,31). D’autre part, les travaux de Greisson et al. montrent l’existence d’un

ARNm non traduit qui inhiberait les promoteurs p111 et pIV de CIITA possiblement par un

mécanisme d’hybridation complémentaire ARN-ADN, indépendant de la méthylation

(32,33). Finalement, le groupe de Holtz rejette l’hypothèse de l’hyperméthylation des

histones au niveau de pIV et favorise plutôt un mécanisme de déacétylation des histones

causant l’enroulement compact de la chromatine rendant le promoteur inaccessible aux

protéines de transcription (34,35). Quelque soit le mécanisme utilisé, l’inhibition de

l’expression de CIITA aide le foetus à échapper au système immunitaire de la mère en

évitant une réponse allogénique envers les molécules de classe ii à la surface des

trophoblastes (34).

1.2.4 La chaîne invariante

La chaîne invariante (Ii) est une protéine transmembranaire de type II non

polymorphique. On lui connaît 4 isoforrnes chez l’humain transcrites du même gène

résultants d’épissage alternatif ou d’initiation de traduction différentielle. La forme majeure

de Ii est de 33kDa, compte 216 a.a. et est désignée p33. L’initiation de la traduction au
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niveau d’un deuxième codon AUG rajoute 16 a.a. au domaine cytoplasmique de Ii

ramenant son poids moléculaire à 35 kDa, d’où l’isoforme p35. p41 et p43, des formes

moins communes, sont le résultat du rajout d’un exon, par épissage alternatif de l’ARN, à

l’extrémité C-ternina1e codant pour 64 aa. à p33 ou p35 respectivement (voir figure 1.6)

(36,37). p35 et p43 n’existent ni chez la souris ni le rat.

Ni-I Glycosylation COOH
2 Queue cytopbsmique t t

TM CLIP Tnménsabon

p33
.—

Queue cytoplasmique
TM CLIP j Tnménsabon Exon Gb

p41

Queue cytoplasmique
TM CLIP j’ TrimérisaUon

p35 —I . -

Queue cytoplasmique TM CLIP ‘f. j.. Tiimédsabon Exon 6b

p43 —I .

// \ tMHRRRSRSCREDQKPV Signaux de ciblage
(U, ML)

Figure 1.6 Les quatre isoformes de la chaîne invariante humaine:

Les différents domaines fonctionnels sont indiqués : la queue cytoplasmique, le domaine
transmembranaire, CLIP, et le domaine de trimérisation. La séquence de l’extension de la
queue cytoplasmique est aussi indiquée. On y distingue le motif de rétention dans le R.E.
(Arg-X-Arg) et la sérine 8. On retrouve aussi les deux sites de glycosylation au niveau des
résidus Asn 114 et 120 (en p33).

1.2.4.1 Domaines fonctionnels de la chaîne invariante

Dans le R.E., grâce au domaine de trimérisation (Figure 1.6), les molécules de

chaînes invariantes néo-synthétisées s’associent en trimères formant un échafaudage qui

permet le recrutement de trois hétérodimères Œ /J3 de classe II. À cause de la prévalence des

isoformes p33 et p35 dans les CPA humaines, on retrouve surtout des homotrimères de p33

ou des trimères formés à la fois par p33 et p35 (38). Ainsi Ii agit en premier lieu comme
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molécule chaperonne qui favorise le bon repliement des hétérodimères Œ/f3 nouvellement

synthétisés (39). En effet, l’absence de Ii dans certains systèmes cellulaires résulte en une

agrégation des CMH II dans le R.E. et une diminution des niveaux de leur expression en

surface, indiquant des problèmes d’assemblage, de sortie du R.E. et de transport à travers la

cellule (40-43). Il est à noter que l’expression de Ii n’est pas essentielle à l’expression des

CMH II en surface et que la dépendance des CMH II pour Ii est relative aux allèles de

classe II étudiés et aux différents types cellulaires (44).

L’association de la chaîne invariante avec les molécules de CMH II se fait

principalement via le domaine CLIP qui se loge dans la niche peptidique empêchant sa

fermeture sur elle même et prévenant son le chargement de peptides ou polypeptides du soi,

natifs au R.E. (45). D’autres régions de Ii contribuent aussi à stabiliser l’interaction avec les

CMH II dont le domaine transmembranaire (46).

Les Asn 114 et 120 (positions relatives à la forme p33) sont glycosylées (voir

figure 1.6). La présence de résidus glycosylés à ce niveau sur la chaîne invariante protège

cette dernière d’une dégradation prématurée dans les endosomes précoces et assure la

libération des CMH II de Ii dans des compartiments propices à l’échange peptidique pour

un peptide antigénique (47).

Dans leur queue cytoplasmique, toutes les formes de Ii possèdent un signal de

ciblage conservé chez les espèces mammifères. Ce signal est composé de 2 motifs di

leucine LI et ML et est essentiel pour le ciblage endo/lysosomal du complexe (Œ131i)3 (48-

50). Cependant, on observe une fraction de complexes CMH II/Ii arrivés par la voie de

défaut en surface qui sont rapidement réinternalisés vers les endosomes (51,52).

L’internalisation rapide du complexe dépend des vésicules de clatbrine et se fait grâce aux

mêmes motifs di-leucine de la queue de Ii (voir plus loin «transport des molécules de

classe II»).
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Les formes de Ii (p35 et p43) résultant de l’initiation de la traduction au niveau du

codon AUG alternatif, en 5’par rapport à celui de p33, ont une extension cytoplasmique de

16 a.a. comportant un motif RXR. Lorsqu’il est accessible, ce motif est responsable de la

rétention dans le R.E. (53) (revu par Michelsen et al. (54)). Les molécules Ii nouvellement

synthétisées forment des trimères qui, selon la disponibilité, sont des homotrimères de p33

ou encore des trimères mixtes de p33 et p35. Les homotrimères de p33 sont libres de quitter

le R.E. puisqu’ils sont dépourvus de signal de rétention. Par contre les complexes contenant

au moins une seule molécule de p35 se retrouvent retenus dans le R.E. jusqu’à ce que le ou

les motifs de rétention soient masqués. Les travaux de notre laboratoire ont démontré que

l’interaction avec des molécules de CMH II est suffisante pour masquer le signal de

rétention et permettre au complexe de quitter le R.E. C’est la queue cytoplasmique de la

chaîne f3 qui serait responsable du masquage (55,56). Le signal de rétention de p35 pourrait

servir à favoriser la rencontre entre les CMH II néosynthétisées et les trimères de Ii au

niveau du R.E.

De plus, la queue cytoplasmique de Ii semble promouvoir la fusion des endosomes

qui en sont riches, en de large compartiments, impliquant la chaîne invariante dans la

régulation de la vacuolation et de la morphologie des compartiments endosomaux (57,58).

Cette fonction pourrait avoir des conséquences sur la voie de présentation antigénique par

les CMH II, que le motif de rétention unique à p35 peut contribuer à moduler.

1.2.5 Assemblage et transport des mo]écules de classe II

Dans le R.E., les chaînes de CMH II s’associent à un trimère de Ii (59) pour former

un complexe nonamérique et migrer vers l’appareil de Golgi. Cette interaction assure une

conformation optimale des molécules de classe II et favorise leur sortie du R.E. En effet, il

a été montré qu’en absence de Ii, une partie importante des molécules de classe II

synthétisées dans le R.E. y sont retenues et s’y agrègent (40,41,60). Une fois les nonamères

(Œf3Ii)3 formés, ces derniers quittent le R.E. et traversent l’appareil de Golgi pour atteindre
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le réseau trans-Golgi (TGN). Les protéines sortant de ce réseau suivent une des deux voies,

endocytaire ou la voie de défaut lorsqu’elles sont destinées à être secrétées ou exprimées à

la membrane plasmique. Les deux motifs de type di-leucine (LI, ML) se trouvant dans la

queue cytoplasmique de Ii dirigent le complexe vers la voie endocytaire (48). À cette étape,

il n’est toujours pas clair si le complexe Œf3Ii se dirige directement aux endosomes (61) ou

s’il transite par la surface avant d’atteindre les compartiments endosomaux de chargement

peptidique (52,62). On trouve dans la littérature des évidences supportant les deux modèles

quoique personne ne dispute l’arrivée de complexes af3li à la surface malgré les motifs di

leucine de la queue de Ii. Il est actuellement accepté que le chemin suivi par les molécules

nouvellement synthétisées, dépend des CPAs étudiées. Récemment, deux équipes

indépendantes ont démontré que la livraison des complexes classe II-Ii aux endosomes

relève d’une voie dépendante de clathrine via AP-2 et que l’absence des autres protéines

adaptatrices pouvant reconnaître et interagir avec les 2 motifs di-leucine sur Ii (AP- 1 et de

façon moindre AP-3) n’aurait aucun effet détectable sur le transport des complexes aIi

dans les modèles cellulaires étudiés, dont HeLa CIITA (63,64). À la lumière de ces

nouvelles études, il semblerait que les complexes de classe II-Ii transitent par la surface

avant d’être internalisés vers les endosomes précoces dans des vésicules de clathrine, suite

au recrutement d’AP-2 à la membrane cellulaire.

La voie endocytaire n’est pas unique aux CPA. Par contre les CPA ont la

particularité d’intégrer la voie des CMH ii à la voie endocytaire transformant cette dernière

en voie d’apprêtement et de chargement de peptides antigéniques. En gros, la voie

endocytaire est formée de compartiments vésiculaires communément appelés endosomes.

C’est vers ces compartiments que les cellules acheminent le matériel internalisé du milieu

externe, normalement pour des fins de dégradation et de digestion. Selon les capacités des

différentes populations cellulaires, l’internalisation peut prendre différentes formes (de

pinocytose à phagocytose) et peut inclure différentes tailles de matériel internalisé allant de

matériel liquide (incluant les protéines solubles) jusqu’à internalisation de cellules

apoptotiques entières.
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Dans le cas des CMH II, les endosomes font partie du chemin qu’elles traversent

afin d’acquérir une cargaison peptidique et de parvenir à présenter ces peptides

antigéniques en surface. Les premiers compartiments endosomaux rencontrés sont les

endosomes précoces. Ces derniers exhibent une faible activité protéolytique et ont un pH

interne légèrement acide. Les protéines qui s’y retrouvent, incluant les CMH II, ont un

temps de résidence ne dépassant pas les quelques minutes (65), et se trouvent transportées

vers les endosomes tardifs. Ces endosomes sont riches en différentes protéases et ont un pH

interne plus acide. À cause de l’accumulation des molécules de classe II dans ce genre de

compartiments, les endosomes tardifs sont nommés MIIC (MHC class II cornpartments)

(65-67). Dès leur arrivée dans les MIIC, les complexes (Œf3Ii)3 subissent l’action des

protéases et la chaîne invariante se fait dégrader séquentiellement de façon C- vers N

teminale. La dégradation de Ii débute par l’action de l’AEP (asparginyl endopeptidase) sur

le résidu Asn 155 (6$) qui sépare le domaine de trimérisation du restant de la chaîne

invariante 1ip22. 1ip22 étant l’intermédiaire de 22kDa de Ii demeurant associé aux

molécules de CMH II (voir figure 1.7).
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figure 1.7 Les étapes de dégradation de Ii. Pour les détails, voir le texte. (Image traduite
de (69))
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Au fur et à mesure que le complexe avance dans la voie endocytaire vers les

endosomes (MIIC) plus tardifs, plusieurs autres protéases, sous l’effet du pH réduit, passent

de leurs formes zymogènes (précurseur inactif) à leurs formes actives (70,71). Ainsi, suite à

l’action de certaines cystéines protéases encore non identifiées, 1ip22 est dégradée en liplO

qui reste attachée à sa molécule de classe II via CLIP. Jusque là, Ii conserve sa queue

cytoplasmique et ses signaux de ciblage permettant au complexe ŒI3Ii de demeurer dans les

MIIC. La digestion de 1ip22 en liplO rend le côté N-terminal de CLIP accessible (47) aux

cathepsines S (CD et L.B (72,73)), L (cellules épithéliales thymiques TEC (74)) et f (avec

S et L dans les MØ (75)) qui libèreront les molécules de CMH II de Ii en ne laissant que le

CLIP protégé par la niche peptidique. À ce moment les complexes a13-CLIP ne sont plus

retenus par les motifs di-leucine de la queue cytoplasmique de Ii et sont libres de quitter les

MIIC pour aller à la surface cellulaire. Afin d’accomplir leur rôle de présentation de

peptides antigéniques, ces complexes doivent, avant de quitter les MIIC, échanger le CLIP

pour des peptides générés dans les endosomes. Quelques allotypes de CMH II sont capables

de relâcher spontanément le CLIP comme HLA-DR4 et DR5 (44), alors que d’autres sont

entièrement dépendants de la catalyse de cette réaction par HLA-DM (H-2M chez la

souris).

1.2.6 Chargement des peptides sur les molécules de CMII II

1.2.6.1 Génération des ligands peptidiques

Tout comme la dégradation de la chaîne invariante, les protéines intemalisées

passent par la voie endocytaire afin d’être dégradées en peptides. C’est une course qui a

lieu entre l’effort de création d’épitopes antigéniques capables d’interagir avec la niche

peptidique et celui de la dégradation complète des protéines internalisées. Tout comme

dans le cas de la chaîne invariante, on suspecte une dégradation protéique séquentielle

accompagnant l’acquisition progressive des activités protéolytiques dans les compartiments

endosomaux de plus en plus tardifs et aussi accompagnant une dénaturation structurelle de
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plus en plus prononcée avec les changements des conditions réductrices (concentrations

élevées en cystéines (76,77)), de pH et, dans le cas de certaines protéines, la disponibilité

d’enzymes hydrolysant les ponts disulfures (par example: GILT (7$)). En effet, tous ces

facteurs contribuent de façon importante et déterminante à la production de certains

épitopes.

Dépendamment de la voie d’entrée empruntée par les Ag jusqu’aux compartiments

endosomaux, leur dégradation et la génération de certains peptides diffèrent. La différence

réside dans l’accessibilité ou non de certaines régions des protéines antigéniques à l’effet

des protéases. Pour qu’un peptide soit présenté, il faut qu’il soit disponible lorsque les

CMH II sont capables de le lier; en d’autres termes, il faut qu’il survive à la dégradation

protéique et qu’il soit sous forme linéaire, accessible lorsque la niche des CMH II est

libérée de CLIP et prête à le recevoir. Prenons l’exemple des épitopes susceptibles à la

dégradation dès les endosomes précoces. Cette situation rend leur présentation quasi

impossible puisque les CMH II se retrouvant dans ces compartiments sont rares et sont

généralement chargés de CLIP. La possibilité de présenter ces peptides est assurée, surtout

quand ces derniers sont spécifiques à la fonction de la CPA en question (le cas des L.B et la

reconnaissance par le BcR (récepteur des L.B)) ou encore quand ils sont spécifiquement

reconnus comme étrangers et potentiellement pathogènes (la reconnaissance et la capture

par des récepteurs de surface FcR ou encore TLRs (Toli Ïike receptors)). Une étude en

particulier montre que la capture récepteur-spécifique (1g de surface BcR) de l’Ag (toxine

tétanique TT) affecte le schéma de sa dégradation et la nature du peptide ultimement

présenté par les molécules de CMI-1 II à la surface (79). D’autre part, les travaux

d’Amigorena et al. et Bonnerot et aï. de 1998 adressent le ciblage vers les endosomes

tardifs/lysosomes des antigènes capturés par les L.B via leurs récepteurs Fc (FcR) (80,81).

Ils démontrent que les complexes immuns (CI) capturés par les fcyRI et III sont acheminés

vers les lysosomes dans les L.B et les CD. Dans les L.B, ce ciblage est dépendant du

recrutement de la tyrosine kinase syk aux motifs ITAM de la chaîne y des FcR impliqués.

Dans les CD, le ciblage aux lysosomes se fait indépendamment de syk, par contre, la
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maturation de ces cellules nécessite le recrutement de syk aux ITAM des FcyR (82,83). Cet

accès direct aux lysosomes augmente l’efficacité de la présentation antigénique aux L.T.

Un troisième membre de la famille des fcyR a été décrit comme inhibiteur à la présentation

et la maturation des CD ainsi que la prolifération des L.B suite à l’engagement de leur BcR

(84). Ces études prises ensembles montrent l’existence de cheminements distincts de

dégradation antigénique selon les récepteurs de surface engagés par l’Ag d’intérêt. La

publication récente de Bergtold et al. (85) supporte cette observation et prouve que

FcyRIIB joue le rôle d’inhibiteur de présentation de l’antigène, de son apprêtement et de sa

dégradation. Il serait responsable de faire échapper l’Ag à la dégradation lysosomale.

Fc’RTIB ciblerait l’Ag à un nouveau compartiment des CD duquel il sera recyclé intact à la

surface pour servir à être reconnu par le bon BeR et amener à une réponse humorale T

indépendante (85). D’autres exemples non moins importants d’endocytose de l’Ag via un

récepteur particulier sont connus aussi, citons les TLR, les lectines de surface des CD et les

récepteurs du complément CR2. En bref, l’engagement des TLR mène à la maturation des

phagosornes en phagolysosomes. Les CD provenant de souris MYD$8’ ont été trouvées
,. . . , . . -t-beaucoup moins efficaces dans 1 ingestion, la presentation et 1 activation des L.T CD4 par

des Ag bactériens comparés aux CD de souris dont la voie des TLR est intacte (86-88). De

plus, une étude par le groupe de Rolf Steinmen a montré que le récepteur de surface DEC

205 des CD améliore de 100 à 1000 fois l’efficacité de la présentation des Ag solubles par

les voies de CMH I et 11(89) grâce à sa capacité d’être intemalisé via les vésicules de

clathrine.

L’endocytose récepteur-spécifique de l’Ag porte donc un avantage très important,

surtout lorsque l’Ag se retrouve en faibles concentrations (90). Elle permet de concentrer ce

dernier dans les MIIC en rendant sa capture et sa présentation à la surface plus rapide et

beaucoup plus efficace (jusqu’à 1000 fois) (89). Les voies disponibles aux peptides

antigéniques pour accéder aux niches peptidiques des CMH II sont donc diverses, et ceci

est à l’avantage d’une présentation peptidique des plus variées et des plus ciblées possible.
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1.2.6.2 Nature de l’interaction CMII Il-peptide

Dès la première cristallisation d’un complexe CMH Il-peptide (HLA-DR1-HA306

318) (91), il fut évident que 2 genres d’interactions sont impliquées entre la niche peptidique

et le peptide. Le cristal a permis d’identifier 5 poches d’ancrage, dans la niche, servant à

accommoder les acides aminés en position Pi, P4, P6, P7 et P9 du peptide (de N-terminal à

C-terminal). De plus, on a démontré l’existence d’une douzaine de ponts hydrogènes

formés entre des résidus des hélices Œ des deux chaînes entourant la niche et le peptide (91)

(figure 1.8). Ceci, rajouté au fait que les résidus des hélices a sont conservés à travers les

espèces et que le polymorphisme allélique des CMH II se concentre dans le plancher de la

niche peptidique au niveau des poches d’ancrage, explique l’identification des poches

comme étant les éléments conférant la spécificité des CMH ii à leurs ligands peptidiques.

De leur côté, les ponts hydrogènes seraient responsables de la stabilité et de la longévité du

complexe CMH II — peptide. Dans la majorité des études effectuées sur le chargement

peptidique des CMH II (autant humains que murins), un biais vers l’extrémité N-terminale

du peptide a été observé. En effet, la production de complexes CMH II — peptides SDS

stables et compacts dépend de la stabilité de l’ancrage de l’acide aminé en position N-

terminale du peptide dans la poche P1 (92,93). La stabilité SDS de ces complexes ne

signifie pas nécessairement une stabilité cinétique (94). Afin d’activer efficacement les L.T,

il ne suffit pas seulement de former des CMH II — peptide compacts, mais il faut aussi que

ces complexes persistent assez longtemps à la surface pour qu’ils soient reconnus, d’où

l’importance de la demi-vie exprimée en fonction du taux de dissociation du peptide (ofJ

rate). Une fois un peptide lié à la niche, donc compatible avec les poches d’ancrage, le taux

de dissociation du peptide est faiblement influencé par l’interaction des poches avec le

peptide même, par contre les ponts hydrogènes affectent dramatiquement le «ofjrate» et

donc influencent la longévité des complexes CM}I II — peptides. Le biais N-terminal, en
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terme de contribution énergétique dans la liaison CMH II — peptide, est aussi vrai pour les

interactions avec les poches d’ancrage que pour les ponts hydrogènes (92); généralement,

les ponts hydrogènes en extrémité N-terminale contribuent significativement plus à la

stabilité et la longévité des complexes que ceux en extrémité C-terminale.

Le fait que les taux d’association (Ka) et de dissociation (Kj) soient très lents

(95,96), de l’ordre de quelques centaines d’heures, démontre le besoin de catalyseurs pour

assurer une liaison de peptide efficace mais aussi pour dissocier le CLIP (et autres). La

diminution du pH dans les compartiments endosomaux représente une partie de la solution.

Il a été montré que des pH de 2,5 à une température de 37°C suffisent pour l’élution des

peptides des CMH 11(97), mais ces conditions de pH ne sont pas physiologiques. En effet

les conditions endosomales de pH affectent la conformation des CMH II et les aident à

adopter la conformation ouverte (98-100) sans toutefois être capables de détruire les ponts

hydrogènes et dégager les peptides (CLIP et autres). Pour répondre à ce besoin, les CPA

font appel à DM.



24

A

B

Figure 1.8 La niche peptidique du complexe HLA-DRJ —

A) Représentation de la vue de haut; en vert on voit les résidus avec leurs chaînes latérales
interagissant avec les poches d’ancrage majeures Pi, P4, P6 et P9. L’extrémité N-terminale
du peptide se retrouve à gauche. Sont montrés aussi les résidus conservés des hélices a des
deux chaînes a et f3 formant des ponts H avec le peptide. B) On montre la tyrosine en
position 3 du peptide HA (PKYVKQNTLKLAT) occupant la poche profonde Pi de la
niche de HLA-DR1 (image adaptée de (92)).
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1.2.6.3 Rôle de DM dans le chargement peptidique

Le mode le plus simple de chargement des CMH II par des peptides se fait à la

surface et nécessite la disponibilité du peptide en question dans le milieu extracellulaire. En

effet, ce mode de chargement est couramment employé, dans des procédures

expérimentales et est connu sous le nom de « peptide pulsing ». Quoique inefficace (besoin

de concentrations élevées de peptide et non de protéine native) ce mode de présentation est

documenté in vivo autant pour les CMH II que les CMH I (101,102). Il serait en fait aidé

par la présence de protéases extracellulaires aidant à former les ligands peptidiques

(101,103), la présence de molécules de CMH II vides et en conformation réceptive (104), et

aussi par la présence du catalyseur de l’échange peptidique DM fonctionnel en surface

(105). Malgré cela, ce mode de capture et de présentation de peptides exogènes demeure

probablement le moins efficace. En plus ce mode de présentation semble aboutir à des

isomères conformationnels des complexes CMH — peptide non conventionnels pouvant

conduire à l’autoimmunité (106,107), (revue dans (108)).

DM est un hétérodimère formé d’une chaîne Œ (30-31 kDa lorsque glycosylée) et

d’une chaîne f3 (33-35 kDa après glycosylation). DM (HLA-DM chez l’homme et H2-M

chez la souris) est une molécule de classe II non-classique, similaire au niveau de sa

structure (109,110) et des séquences (111), aux molécules classiques de CMH II. Les gènes

DMA et DMB, codant pour les deux chaînes, sont situés dans la région des classe II du

locus des CMH, et leur expression est sous le contrôle du transactivateur des classe II,

CillA. DM est peu polymorphique (112) et tel que révélé par les cristaux publiés des

molécules HLA-DM et H2-M (109,110), DM est incapable de présentation peptidique

(113), à cause du rapprochement des deux hélices Œ bloquant sa niche peptidique. De plus,

à la place de s’exprimer en surface, DM est généralement retrouvé concentré dans les MIIC

et les lysosomes (114) à un ratio de DM : DR de 1: 5 (115). Pour s’y rendre, DM ne

dépend pas de la chaîne invariante mais porte dans la queue cytoplasmique de la chaîne f3
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un motif YPTL (116,117). Ce motif est un signal de localisation aux endosomes

tardifs/lysosomes qui redirige l’expression de DM de la surface et l’accumule dans les

MIIC (114,116-11$). La mutation de ce motif de ciblage mène à une forte expression de

DM en surface (116). Des études du ciblage intracellulaire de HLA-DM ont démontré que

l’accumulation de DM dans les MIIC est dépendante des vésicules de clathrine suggérant

que DM atteint les endosomes via la surface (119). Cependant, DM est détectée à la surface

des cellules de Langerhans (120), des L.B et des CD immatures et semble y être

fonctionnelle (105). L’interaction de DM avec les molécules de CMH II classiques a été

observée grâce aux expériences de co-immunoprécipitation in vitro et in vivo. Ces études

montrent que cette association est optimale à des conditions de bas pH, semblables à celle

retrouvées dans les compartiments MIIC (121-123).

DM est une molécule déterminante pour assurer un échange peptidique efficace mais est

aussi d’une grande influence sur le répertoire peptidique présenté. L’incidence de

l’expression de DM est visible à au moins 4 niveaux différents:

1- Catalyseur d’échange peptidique: En présence de DM on a observé une

relâche accélérée de CLIP, libérant ainsi la niche peptidique des CMH II

néo-synthétisés (121,123,124). Des analyses cinétiques de l’échange

peptidique en présence et en absence de DM confirment l’activité

catalytique de DM (125). DM agit aussi sur les complexes CMH II —

peptide déjà fonés et accélère la relâche de la cargaison peptidique

(126) pour permettre l’association de nouveaux peptides s’il y a lieu.

2- Editeur des peptides: Les études de chromatographie liquide à haute

performance (HPLC) et de spectrométrie de masse (127,12$) ainsi que

les études utilisant des L.T peptides spécifiques (129) montrent une

influence de DM sur le répertoire peptidique présenté à la surface. En

effet, en présence ou absence de DM on peut voir augmenter la

présentation de certains peptides et diminuer d’autres (130).
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3- Chaperon moléculaire: Une fois la relâche de CLIP catalysée par DM

(CLIP - CMH II de novo - ou autre - CMH II recyclés), ce dernier reste

associé à la molécule de classe II vide et la stabilise dans une

conformation dite «réceptive» ou «active» comparée à une

conformation vide mais «inactive », donc incapable de lier des peptides.

Dans les MITC, les conditions acides tendent à causer l’agrégation des

CMH II ayant la niche peptidique exposée (131). Les études ont montré

que les complexes DM/CMH II vides évitent l’agrégation (132). Par cet

effet, DM augmente la longévité des CMH II vides et les garde dans une

conformation stable et réceptive penriettant l’association à de nouveaux

peptides pour la présentation en surface.

4- Changements conformationnels des complexes CMH II — peptide : La

perte de stabilité SDS des complexes CMH II — peptide provenant de

cellules déficientes en DM était la première indication d’un effet de DM

sur la conformation des CMH II (133,134). Ces observations furent

ultérieurement confirmées grâce à un anticorps monoclonal (AcM)

conformationnel (16.23) reconnaissant une forme de CMH II dépendante

de DM. Cet AcM est spécifique aux molécules HLA-DR3 provenant de

cellules DM+ et est incapable de reconnaître les mêmes molécules

provenant de cellules DM - (135). Jusque là, il est impossible de séparer

l’effet du répertoire peptidique de celui de l’interaction avec DM sur la

conformation des CMH II. Mais, puisque le répertoire peptidique est

sélectionné par DM, ces changements conformationnels relèvent donc

des fonctions de cette dernière. La preuve que DM induit un changement

conformationnel indépendant du peptide présenté fut rapportée par le

groupe de Unanue (107). Ces travaux ont démontré l’existence de clones
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T capables distinguer entre des iso-conformères CMH II — peptide formés

en présence ou absence de DM.

1.2.6.4 Effets de HLA-DO sur le chargement des peptides

HLA-DQ ou H2-O chez la souris (DO) est un autre hétérodimère de classe II non-

classique. Contrairement aux autres paires de gènes de CMH II, DOA et DOB sont séparés

dans la région des CMH II (figure 1.2) (136,137) et leur expression est régulée

différentiellement, au point où l’on croyait que leur produit ne formait pas un dimère

fonctionnel (13$). En effet, chez l’humain, la chaîne Œ de DO (34 kDa, forme mature) est

régulée comme les autres gènes de CMH II, par contre, la chaîne f3 (32 kDa, forme mature)

est faiblement transcrite en présence de CillA et n’est induite par l’IfN-y (138,139) qu’en

cas d’exposition prolongée (140). Bien que les mécanismes qui régissent l’expression de

DOf3 soient encore méconnus, on suppose l’existence de facteurs additionnels responsables

de cette régulation (140,141).

DO est exprimé principalement par les L.B et certaines cellules épithéliales

thymiques, mais aussi par certaines populations de CD, ainsi que par un mélanome

(113,136,137,141,142). Chez les L.B, DO n’est exprimé qu’une fois les cellules matures et

que le BcR est fonctionnel (141). De plus, l’expression de DO est modulée selon le stade

d’activation des L.B, son expression est diminuée dans les L.B des centres germinatifs

(CG) relativement aux L.B naïfs ou mémoires (143-145). Cette modulation des niveaux de

DO semble être post-transcriptionnelle puisque les niveaux d’ARNm ne semblent pas être

altérés (145). On suppose que cette perte de DO se fait par dégradation ou encore par

relargage en milieu externe.

Lors de leur synthèse, les chaînes de DO sont incapables de s’assembler

correctement et de quitter le R.E. par elles-mêmes. En revanche, en co-expression avec

DM, comme il est normalement le cas dans les L.B, un complexe DMŒf3/DOuf3 se forme

tôt dans le RE. et est maintenu durant et après le transport jusqu’aux MIIC (137,146). En
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fait, DM est essentielle pour le repliement des deux chaînes de DO dans le R.E. Grâce au

motif YPTL dans la queue de DMf3, DM dirige le complexe DM/DO vers les MIIC (147).

La queue cytoplasmique de DO comporte un motif di-leucine fonctionnel (147,148) mais

non essentiel au ciblage du complexe DM/DO aux compartiments lysosomaux (147).

Du coté fonctionnel, le rôle physiologique de DO demeure quelque peu controversé.

Des études in vitro ont montré un effet inhibiteur de DO sur la fonction catalytique

d’échange peptidique de DM sur les molécules de CMH 11(146,149,150). De plus, les

travaux de Liljedahl, Kropshofer et Van Ham (137,151,152) montrent un effet inhibiteur

dépendant du pH. A pH >5, DO inhiberait DM mais à plus bas pH, DM regagne sa capacité

de catalyser l’échange peptidique. Ces observations sont disputées par Lisa Denzin et Peter

Cresswell, qui maintiennent que DO n’est pas affecté par le pH et que les complexes

DM/DO sont complètement inactifs dans l’échange peptidique sur les CMH 11(141).

L’hypothèse du rôle inhibiteur de DO sur DM est supportée par le fait que les cellules DR

Ii DM transfectées avec DO accumulent de hauts niveaux de complexes DR-CLIP à la

surface (141,146,150). Il faut toutefois souligner que dans ces systèmes, DO est surexprimé

sous le contrôle de promoteurs viraux. Des analyses de spéctrométrie de masse du

répertoire de peptides présentés par des molécules DR3 de surface de cellules transfectées

ou non avec DO montrent une divergence de 10% en terme de peptides uniques à chaque

CPA (150,152). Ces études ont montré qu’une des caractéristiques des peptides divergents

présentés par les cellules D0 est leur plus grande taille. Ainsi, en plus de modifier le

répertoire de peptides présenté, DO biaiserait la présentation en faveur de peptides plus

courts (152). DO, en inhibant DM dans les compartiments endosomaux précoces à pH >5.0,

permet l’arrivée de molécules CMH II — CLIP dans les compartiments plus tardifs, plus

riches en protéases et plus acides. Dans ces compartiments, DM regagne sa fonction et le

répertoire peptidique disponible à être lié par les CMH II a atteint un état d’apprêtement

plus avancé. Dans le complexe DM/DO, DO se retrouve à concentrer la fonction de DM sur

le chargement de peptides provenant des compartiments endosomaux tardifs (lysosomes).

À ces fonctions de DO se rajoute aussi celle de la redistribution des complexes DM/DO et



30

même DR à la membrane limitante des MVB (compartiments multi-vésiculaires; muti

vesicular bodies) (153). Cette fonction est directement reliée au motif di-leucine de la

queue cytoplasmique de D0f3. En son absence, les complexes DO/DM se retrouvent

éparpillés sur les vésicules internes, interagissant avec peu de CMH 11(153). Ceci se reflète

par une augmentation du nombre de complexes CMH II — CLIP à la surface des CPA.

La présentation antigénique est le pilier sur lequel repose une réponse immunitaire

efficace. Il va sans dire que tous les processus de contrôle et d’intervention dans

l’apprêternent et le chargement des peptides antigéniques dans la niche peptidique des

CMH II qu’on vient d’énumérer affectent directement le résultat de la réponse que le

système va monter face à l’antigène rencontré. Le fait qu’autant de points de contrôle et de

cheminements différents existent est un indicateur de l’importance de cette voie de

présentation de l’Ag, que ce soit pour éviter l’autoimmunité ou encore détecter et éliminer

la menace d’une infection par un corps étranger ou un cancer incontrôlé. Le but ultime de la

présentation antigénique revient à présenter le peptide antigénique au bon TcR afin

d’activer ou tolériser un L.T.

1.3 Les lymphocytes T

Les lymphocytes T (L.T) sont les cellules principales de la réponse immunitaire

spécifique. Ils sont divisés en deux groupes majeurs selon le déterminant cellulaire exprimé

en surface, CD4 ou CD$. Les L.T CD8+, aussi nommés L.T cytotoxiques (CTL), ont le rôle

d’éliminer les cellules infectées ou encore les cellules tumorales. Les L.T CD4+ sont

généralement appelés L.T auxiliaires, leur rôle consiste à fournir les cytokines essentielles à

la production d’anticorps par les L.B dans le cadre des réponses humorales L.T

dépendantes. De même, les L.T CD4+ aident aussi les CTL à identifier leurs cellules cibles

et à augmenter leurs capacités cytotoxiques. Par le biais de leur récepteur de surface (1cR)

les L.T sont capables de balayer la surface des CPA à la recherche de leur ligand

spécifique. Chaque TeR est capable de reconnaître une combinaison particulière de CMH —
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peptide susceptible d’induire l’activation du L.T. Normalement un LT CD8+ serait

sélectionné au niveau du thymus à reconnaître et interagir avec des complexes CMH I —

pep ; alors que les L.T CD4+, ils interagiraient avec des CMH II — peptide.

Le T des L.T fait référence au thymus, l’organe dans lequel la maturation des

cellules précurseurs de la moelle osseuse maturent en L.T.

1.3.1 Le récepteur T (TcR)

Le TcR est un hétérodimère formé de deux chaînes génétiquement recombinées, fxf3

ou y& Le bon engagement d’un complexe CMH — peptide par le TcR complémentaire

permet la transmission d’un signal de survie ou d’activation et de production de cytokines

ou de cytotoxicité par le LT qui le porte. Chaque TcR lie son ligand à travers 6 boucles

appelées CDR (cornplementarity determining region). Chaque chaîne du TcR forme 3 de

ces boucles numérotées de CDR1 à 3 a ou E3 selon la chaîne. Ces 6 boucles forment le site

de liaison au complexe CMH — peptide. Les séquences de CDR1 et de CDR2 sont codées

dans le gène V de chaque chaîne du TcR et sont moins diversifiées, tandis que CDR3 est le

résultat de recombinaison somatique de l’ADN impliquant la juxtaposition de Va et la

pour la chaîne a et Vf3, Df3 et Jf3 pour la chaîne j3. Cette capacité de générer une variété

presque infinie de CDR3, se traduit par la responsabilité de cette région de la spécificité

envers le peptide. Les boucles CDR1 et CDR2 interagiraient avec les deux hélices u

entourant la niche peptidique des molécules de CMH (figure 1.9). En effet, les cristaux TeR

— CMH — peptide générés montrent que la majorité de ces interactions suivent une

orientation commune dite classique ou conventionnelle (154,155) (figure 1.9 B). Cette

orientation impose l’engagement des résidus conservés des hélices u des CMH par les

boucles encodées génétiquement CDR1 et CDR2, et laisse aux deux boucles

hypervariables (CDR3) le soin d’interagir avec les peptides variés se retrouvant dans la

niche des molécules de CMH (figure 1.9 B). Cette observation va dans le sens de la

suggestion de Garcia et aï., qui stipule que la topologie de l’interaction TcR — CIvIH est le
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résultat de la co-évolution de ces deux molécules (154), et que les TcR et les CMH sont

prédisposés à interagir ensemble (156,157) puisque leur interaction repose sur des

composantes peu variables, et déterminées génétiquement. Ainsi, les résidus conservés des

hélices des CMH recrutent les TeR via les boucles CDR1 et 2, positionnant le TcR de façon

optimale pour permettre l’interaction du peptide avec les régions CDR3 (158) par des

contacts qui détermineront par leur stabilité l’activation ou non du LT (159).

La façon par laquelle le TcR communique aux complexes d’activation du L.T qu’il

a trouvé son ligand demeure au niveau des spéculations. L’hypothèse la plus acceptée pour

l’instant est celle de la propagation d’un changement conformationnel de la pointe des

CDRs à travers toute la molécule, induit par l’interaction avec le ligand et aboutissant

jusqu’à l’interface TcR-CD3 pour déclencher les premiers évènements de l’activation du

L.T (159,160). D’autre part, il a été montré qu’une signalisation faible affecte

dramatiquement la sélection thymique et peut changer une sélection négative en une

positive (161). Si l’hypothèse de la propagation d’un changement conformationnel à travers

le 1cR est vraie, un mauvais recrutement de ce dernier sur les complexes CMH — peptide

pourrait mener à une signalisation aberrante, et modifier le résultat de l’activation aussi

bien au thymus qu’en périphérie (155). Cette explication trouve un peu de support dans le

fait que, jusque là tous les TcR auto-immuns cristallisés avec leurs ligands montrent un

engagement décentralisé et significativement divergent (>80°) du modèle conventionnel

établi avec des peptides antigéniques (154,155).
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A B

Figure 1.9 Complexe CMII— peptide — TcR
A) Représentation schématique du cristal de l’interaction d’un TeR avec son ligand (CMH

II — pep). En bleu, la chaîne f3 de la molécule de CMII II, en vert la chaîne Œ et le peptide
en violet. Le TeR, en rouge la chaîne f3 et en orange la chaîne a. On voit bien les deux
CDR3 par dessus la niche peptidique juste par dessus le peptide. Les boucles CDR1 et 2
des chaînes a et f3 du TcR se retrouvent en interaction avec les hélices Œ des chaînes f3 et c
de la molécule de CMII II respectivement (image tirée de Sundberg et aÏ. (162)).
B) Représentation de la niche peptidique d’une molécule de CMH comme vue par un TcR.
Cette image représente l’empreinte commune aux douze TcR cristallisés en complexes avec
leur ligand CMH — peptide respectif. Les zones d’interaction sont identifiées et colorées
selon la chaîne du TcR impliquée. Le TeR est positionné en diagonal par rapport à l’axe de
la niche peptidique des CMII, et centré sur le peptide (154,155). Cette position permet une
plus grande couverture du peptide présenté, et cette couverture est assurée par les deux
régions CDR3 du TcR. (Image modifiée de (154))

1.3.2 Le répertoire T

Les précurseurs des L.T sont originaires de la moelle osseuse d’où elles migrent

jusqu’au thymus, où les L.T se développent et se font sélectionner en un groupe de cellules

Empreinte TcR conventionnelle

CMH OEl OU cz

Ri

CDR2r .DR33

%.• CMHŒ2ouI3

fomant un répertoire varié pouvant reconnaître et répondre à tout antigène exogène tout en



évitant ou tolérant le soi. Cette éducation thymique est divisée en deux étapes de sélection;

la sélection positive et négative. Les cellules précurseures arrivent au thymus dans un état

appelé double négatif (DN) en référence à l’absence d’expression des molécules CD4 et

CD8. Une fois dans le thymus et suite au réarrangement de la chaîne f3 de leur TcR, ces

thymocytes prolifèrent et deviennent double positives (DP) CD4+/CD8+ (163). A fur et à

mesure de leur développement, ces thymocytes finissent par réarranger la chaîne Œ de leur

TcR et expriment un TcR à la surface. A ce niveau, les thymocytes DP subissent un de

deux destins: la mort par négligence ou la sélection positive.

Une fois au stade DP, les thymocytes ont une durée de vie moyenne de 3-4 jours

(164). Ce temps leur est nécessaire afin de pouvoir réarranger la chaîne Œ de leur TeR

(165). Le réarrangement de la chaîne Œ ne s’arrête que lorsque le thymocyte réussit à

exprimer un TcRa/f3 à la surface, capable d’interagir avec les molécules de CMH (166).

Vu la relative rareté de l’événement malgré une capacité inhérente des TcR à interagir avec

les CMH (157), ces 4 jours permettent de maximiser les chances de produire un TcR

fonctionnel assurant la survie du thymocyte. En cas d’échec, le L.T meurt par négligence.

Dans le cas contraire, l’interaction productive du TcR avec les rares CMH — peptide du soi

portés par les cellules épithéliales du cortex thymique mène à une répression des gènes rag

(pour arrêter les réarrangements), à la migration vers la médulla et la différenciation en L.T

matures (164).

A partir du moment où les thymocytes expriment à leur surface un 1cR fonctionnel, ils

deviennent susceptibles à la sélection négative ou délétion thymique. La sélection négative

est dépendante aussi des CPA exprimant des complexes CMH — peptide du soi.

Normalement, dans le cortex, il y a peu de délétion de thymocytes par sélection négative

puisque les cellules épithéliales thymiques du cortex (cTEC) sont des spécialisés dans la

sélection positive (167). Des études ont montré des différences qualitatives dans le
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répertoire de complexes CMH — peptide impliqués dans la sélection thymique en

Cellules épithéliales
corticales

surface. A ce stade DP, le réarrangement de la chaîne a a lieu. C’est à ce stade que les
thymocytes subissent les sélections positive et négative. Les cellules continuent à interagir
avec les cellules thymiques en migrant à travers la médulla. Les cellules qui survivent aux
sélections thymiques (<5%), diminuent l’expression d’un des deux corécepteurs,
deviennent SP (CD4 ou CD8) et quittent le thymus pour aller en périphérie en tant que
L.T matures. (Image modifiée de Starr et aÏ. (164)).

termes des peptides présentés ainsi que de la stabilité SDS des complexes à la surface entre

Figure 1.10 Maturation des thymocytes
Les précurseurs des L.T arrivent de la moelle osseuse à la jonction cortico-medullaire du
thymus, au stade DN1 (double négatif 1, CD44 CD25). Ces cellules migrent vers les
cellules épithéliales corticales et commencent à exprimer CD25 pour atteindre le stade DN2
et puis elles atteignent le stade DN3 et diminuent l’expression de CD44. C’est à ce moment
qu’elles réarrangent la chaîne f3 de leur TeR. Si l’association de la chaîne f3 et du pre-TcRŒ
se fait avec succès et se rend à la surface, les thymocytes diminuent l’expression de CD25
et atteignent le stade DN4. Par la suite, les DN4 prolifèrent et expriment CD4 et CD$ à leur

les CPA retrouvés dans le cortex et la médulla (16$). D’ailleurs, au niveau de la médulla, la
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sélection négative est effectuée grâce aux rnTEC qui ont la capacité de produire de façon

ectopique des protéines provenant de presque tous les tissus de l’organisme et de les

présenter dans le contexte du CMH (AST: antigènes spécifiques aux tissus) (169,170). On

a trouvé que les mTEC exprimaient de hauts niveaux du gène AIRE (auto immune regulator

protein) qui serait responsable de l’expression thymique des AST, en son absence une

autoimmunité spécifique aux organes se développe (170,171).

Donc, à part l’expression d’un TcR fonctionnel par les thymocytes, la sélection

négative nécessite l’expression des Ag du soi (A$T) et leur présentation dans le contexte du

CMH. Dans la littérature on trouve des preuves de sélection négative de thymocytes au

stade DP à faibles niveaux de TcR, dans le cortex. Ce phénomène nécessite une plus grande

affinité du 1cR (comparé à la délétion dans la médulla) pour les complexes CMH — peptide

portés par les CPA du cortex pour transmettre un signal assez fort et éliminer le thyrnocyte

par apoptose (172,173). En bref, la sélection positive implique une interaction de faible

affinité entre le TeR et ces ligands (CMH—pep du soi) tandis que les interactions de forte

affinité se traduisent en sélection négative. Le modèle récoltant le plus de support

actuellement, est probablement celui de la cinétique d’interaction. Un TcR interagissant

avec son ligand à haute affinité, le fait plus longtemps (du à un taux de dissociation lent)

que l’interaction de faible affinité. Ainsi le temps d’interaction entre le TeR et son ligand

déterminerait le résultat de la sélection. (revu (164,174))

1.3.3 L’activation des lymphocytes T

En l’espace de quelques secondes après l’engagement du complexe CMH — peptide,

une cascade de phosphorylation intracellulaire est déclenchée par le 1cR (175,176). Ces

signaux préliminaires, bien que suffisants pour induire une réponse cytotoxique, ne le sont

pas pour induire une prolifération des L.T. Cette fonction requiert un engagement du TcR et

une signalisation soutenue dépassant l’heure (177,17$). Ce même engagement polarise le

L.T et induit la formation d’une synapse immunologique (SI) à l’interface L.T — CPA
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(179). Cette structure de surface, au niveau des L.T, implique une restructuration du

cytosquelette, le repositionnement de l’appareil de Golgi et du centre d’organisation des

microtubules (MTOC) (180). La fonnation et le rôle des SI sont actuellement le sujet

d’études intensives. Ce que l’on retient par contre, c’est que la SI augmente l’engagement

des TeR et la transmission des signaux en recrutant et rapprochant physiquement les

molécules de costimulation et de signalisation des TcR (179). D’autre part, on soupçonne à

la SI un rôle modulateur de l’activavtion des L.T puisqu’elle facilite aussi l’endocytose des

TcR qui s’y retrouvent et recrute la molécule inhibitrice CTLA-4. La fonction de la SI la

plus clairement prouvée est associée à la restructuration du cytosquelette et des

microtubules permettant le ciblage de la relâche des cytokines ou des effecteurs

cytotoxiques à l’interface T — CPA (181).

L’initiation de l’activation d’un LT ainsi que la façon par laquelle le signal se

répand à travers le 1cR échappent toujours à notre compréhension. Par contre, au niveau

moléculaire un modèle assez complet décrivant la cascade d’événements nécessaire à la

transmission du signal et l’activation du L.T, est établi. Brièvement, le TcR s’associe à un

complexe protéique (CD3 y,,s,Ç et i) ayant des domaines cytoplasmiques comportant des

motifs tyrosine d’activation ITAM (immunoreceptor tyrosin-based activation motifs). Dès

l’engagement du TcR avec son ligand, il y a phosphorylation de p56 Lck. La

phosphorylation des ITAM des CD3 par Lck et fyn, des tyrosines kinases de la famille des

src, suit. Ceci mobilise et mène à l’activation de Zap7O et des kinases de la famille des syk

(182). Les syk kinases iront, par la suite, phosphoryler SLP-76 et LAT (183) qui à leur tour

recruteront des intermédiaires additionnels et activeront les molécules liant les GTP (Ras,

Rac et Rho). Ces molécules activeront les MAP kinases (JNK, ERK et p38) et

augmenteront le flux de Ca2 et l’activation de PKC (184). Ensembles, l’activation des

MAP kinases et l’augmentation du Ca2 intracellulaire, favorisent l’activation et le transport

vers le noyau des facteurs de transcription NEAT, APi et NFicB, menant ultimement à la

production d’IL-2 et à la prolifération cellulaire. Dépendamment de la longévité du signal,

de la costimulation qui l’accompagne et de l’environnement dans lequel il a lieu, le résultat
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de l’activation du L.T diffère entre la prolifération, l’induction de l’apoptose et la

différenciation en cellule mémoire.

1.4 Superantigènes

Selon Bayliss M. (185), les premiers rapports impliquant les entérotoxines de

Staphylococcus aureus dans l’empoisonnement alimentaire remonteraient à 1930 lorsque

Dack et collaborateurs ainsi que Jordan, les ont décrites comme toxines filtrables et

thermostables (186,187). Le terme «superantigène» (SAg) n’est apparu que lorsque

Philippa Marrack et John Kappler ont voulu décrire la réponse des L.T, excessive et

restreinte uniquement par la partie V3 du TcR, face à des toxines bactériennes (188,189).

Pourtant, la découverte et la description des premiers effets «superantigéniques» datent

des années 70 (190), et ce ne fut pas les toxines bactériennes qui étaient sous investigation,

mais plutôt une série d’antigènes hérités, chez la souris, de façon mendellienne (191,192).

Ces derniers ont porté le nom de Mls (minor lymphocyte stimulating antigens), et malgré

leur description fonctionnelle durant les années 70, les gènes les encodant sont restés

méconnus jusqu’à 20 ans plus tard. C’est en 1991 que plusieurs groupes ont publié

simultanément que ces SAgs seraient encodés par un cadre de lecture ouvert (ORF) porté

par des rétrovirus murins (MMTV (murine mammaiy tumor virus)) intégrés dans le

génome de leur hôte (193-195).

Les premiers superantigènes identifiés étaient donc d’origine bactérienne. Ces

protéines sont capables de lier les molécules de CMH de classe II et d’interagir avec une

grande proportion de L.T ayant en commun la même chaîne V13 du TcR. Puisqu’il existe un

nombre restreint de Vf3 (25 chez la souris et 50-100 chez l’homme), un SAg donné peut

activer l-25% du répertoire T total comparé à l/l0 à 1/106 pour un complexe CMH —

peptide (188,196,197). D’où l’appellation de superantigène (189).

Depuis, on a trouvé des SAgs chez une batterie de microorganismes, mais aussi

chez certaines plantes. Actuellement on reconnaît plusieurs organismes producteurs de
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SAgs notamment les staphylocoques (188,198), les streptocoques (198-200), les

mycobactéries (201), les mycoplasmes (202,203), Yersinia (204), le virus de la rage

(205,206), le rétrovirus de souris MMTV (207), EBV (208), Toxoplasma gondii (209) et la

plante Urtica dioica (ortie dioïque) (210-212) (Tableau 1).

Les SAgs sont divisés en deux groupes majeurs selon leur origine les SAgs

bactériens (bSAgs) et les SAgs viraux (vSAgs). Les bSAgs sont de loin mieux connus et

plus étudiés que leurs correspondants viraux. Chez les bSAgs, on distingue les $Ags

pyrogènes (PTSAgs ou pyrogenic toxin Superantigen), des SAgs non pyrogènes. Les

PTSAgs sont représentés par les enterotoxines de Staphylococcus aureus (SEA-SEL

excluant SEF, et TSST-1) et les exotoxines de Streptococcus pyogenes ($PEA, SPEC,

SPEG, SPEH, SPEJ, SMEZ-2 et S SA). Les SAgs non pyrogènes sont les toxines produites

par Clostriditim peifringens (CPE), Mycoplasma arthridis (MAM) et Yersinia

pseudotuberculosis (YPM).

Les vSAgs quant à eux sont encore moins étudiés dû au fait qu’ils sont, entre autres,

difficiles à produire et à purifier. On connaît surtout les vSAgs rétroviraux encodés par

MMTV. Certains rapports dans la littérature proposent des équivalents aux vSAgs murins

chez l’homme sous la forme de protéines encodées par certains rétrovirus endogènes

humains (HERV5: HERV-K1 8 et HERV-W). Quelques autres évidences ont été avancées

par rapport à d’autres virus codant pour des SAgs notamment dans le cas du virus de la rage

et sa protéine N (nucléo-capside) (205,2 13). Il est à noter que dans les cas des vSAgs de

HERV-K1 8 et HERV-W ainsi que de la protéine N du virus de la rage, les résultats sont

quelque peu controversés et la nature superantigénique de ces protéines reste à confirmer.

Tous les SAgs partagent 4 caractéristiques principales qui les définissent

1. Ils échappent à la restriction stricte des CMH II en interagissant avec elles

principalement à l’extérieur de leur niche peptidique.
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2. Ils induisent une forte prolifération polyclonale et spécifique à la partie

variable de la chaîne E3 du TcR des LT, pouvant atteindre 20-25% du

répertoire T.

3. Contrairement aux Ags classiques, les SAgs ne nécessitent pas

d’apprêtement pour être présentés par les cellules présentatrices d’antigènes

(CPA).

4. Ils sont de puissants mitogènes à de très faibles concentrations (1012 M ou

encore -20 fg/mL dans le cas de SMEZ-2).
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1.4.1 Superantigènes bactériens

Au sein de la famille des PTSAgs (Pïrogenic Toxin Stiperantigens) bactériens,

Tableau 1.1 : Liste des SAg les mieux C0fl11115 avec quelques propriétés biochimiques.
Information compilée de (197,214) et complétée avec les informations sur MAM (215,216),
sur YPM (217), sur UDA (21$), sur EBV/HERV K18 (chapitre 2) (2 19,220). De même, en
ce qui concerne vSAg7, le tableau est mis à jour en fonction des résultats obtenus à travers
l’étude présentée au chapitre 2 de cette thèse (219).

figure 1.11 Représentation schématique de la présentation des SAg. Contrairement à
la présentation du peptide antigénique, le SAg ne nécessite généralement aucun
apprêtement intracellulaire. Selon le mode d’interaction avec les CMH II, les SAg sont plus
ou moins sensibles aux peptides dans la niche.

TSST-l est unique à plusieurs points de vue. Cette protéine est la seule capable de traverser



intacte les surfaces mucosales (221,222), en plus d’être le seul PTSAg connu pouvant

réactiver l’arthrite induite par la paroi bactérienne (BCWIA= bacteriat ceil walÏ induced

arthritis) (223). D’autre part, seuls les SPEs (Streptococcalpyrogenic enterotoxins) ont la

capacité d’induire une nécrose des tissus du myocarde (224)..

Bien que tous les bSAgs connus aient des effets indéniables sur le système

immunitaire, ajoutés à de multiples autres effets biologiques (vomissement, diarrhée, choc

toxique, etc.) il est difficile d’expliquer l’avantage qu’ils confèrent aux bactéries. Il est peu

probable que la fonction primaire des bSAgs soit d’induire le choc toxique et de mer l’hôte

puisque ceci résulterait en un effet négatif sur la transmission de la bactérie et sa survie.

Par contre, en sachant que l’activation des L.T CD4 par les SAg résulte en la production

excessive de cytokines Thi (IL-l, IL-2, TNF-Œ, TNF-f3, IFN-y, IL-12) (225,226), l’hôte ne

peut développer une réponse humorale convenable. Généralement, suite à l’activation des

L.T et de la relâche des cytokines, il y a prolifération Vf3 spécifique suivie d’une inhibition

de la production d’IL-2 (227), de l’anergie des L.T impliqués (22$), et d’une délétion V13

spécifique. Il faut se rappeler aussi que les SAgs font partie de tout un arsenal de molécules

utilisées par les bactéries pour déjouer le système immunitaire.

Par contre la diversité et la mobilité des éléments génétiques qui les encodent laisse

sous-entendre une évolution accélérée (229). Il est probable que tous les SAg proviennent

d’un seul gène ancestral étant donné le degré d’homologie et d’apparentée phylogénique.

Plus spécifiquement, il est communément accepté que les SAg de Staphylococcus aureus

proviennent d’un même gène ancestral et que la transmission horizontale ainsi que

l’évolution verticale de ces gènes soient responsables de leur diversité (230).

Malgré une faible homologie au niveau des séquences primaires d’acides aminés, on

remarque que la pression évolutive a maintenu l’architecture des SAg afin de conserver

l’interaction avec les TcR et les CMH II (225,231), tout en maximisant la variation

antigénique de ces molécules. SMEZ est le parfait exemple illustrant cette stratégie
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d’évasion. A travers ces différentes variantes, SMEZ maintient sa spécificité VE3 mais mute

seulement les régions exposées. En effet, l’architecture commune de toutes ces toxines

englobe 2 domaines A et B. Le domaine A (C-terminal) est formé d’une hélice u centrale

reposant sur un feuillet f3 de 4 branches formant un motif f3grasp. Ce motif est retrouvé

chez d’autres protéines impliquées dans des interactions protéine — protéine comme

l’ubiquitine (232), les protéines G (233) et L (234) des streptocoques et les domaines de

liaison des immunoglobulines (1g). Le domaine B (N-terminal) est formé par un tonneau f3
de 5 feuillets f3. Ce domaine rappelle le tonneau f3 caractéristique des domaines de liaison

des oligosaccharides et des oligonucléotides (OB-fold: Oligosaccharide/oflgonucleotide

binding foÏd). Ce motif est retrouvé chez les nucléases, la protéine ribosomale $17 de

Bacillus stearothermophilus, ainsi que chez la toxine AB5 de Staphylococcus aureus

(231,235).

1.4.1.1 Interactions avec les molécules de CMH II

Malgré une structure tridimensionnelle conservée par la majorité des bSAgs, leur

présentation par les CMH II peut être divisée en 3 groupes différents. j) Les SAgs qui

interagissent avec la chaîne u des CMH II ($EB) (Figure 1.12), ii) les SAgs qui

interagissent avec la chaîne f3 (SEH) (figure 1.13), iii) et les $Ags capables d’interagir avec

deux molécules de classe II soit en liant la chaîne u d’une molécule et la chafne f3 de l’autre

(SEA), ou 2 chaînes u ($ED) ou encore deux chaînes f3 (SPE-C) (figure 1.14).

j) Interaction avec la chaîne u

Le groupe de b$Ag formant une liaison de faible affinité (0,4 — 0,7 jiM) avec la

chaîne u des CMH 11(236) comprend SEB, SEC, TSST-1, SSA et SPE-A (Tableau 1). Les

structures tridimensionnelles des co-crystaux SAg — CMH II ont déjà été résolues pour

SEB, SEC3 et TSST-1 (237-239) (Figure 1.12). Des cristaux publiés, on retient que SEB et

SEC interagissent avec les CMH II de manière similaire, liant la molécule de classe II à
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l’extérieur, au niveau de l’hélice ul (Figure 1.12 C et D). Le co-cristal SEB — HLA-DRÏ

montre que SF3 lie la molécule de CMH II par son domaine N-terminal. Deux interactions

majeures sont impliquées dans cette liaison: un pont salin se forme entre Glu 67 de SEB et

Lys39 de HLA-DRŒ et les chaînes latérales des résidus Phe 44, Leu 45, et Phe 47 de SEB

s’insèrent dans la région hydrophobe entre le feuillet J3 et l’hélice cd de la chaîne Œ de

HLA-DR1 (239).

En revanche et malgré une approche similaire du côté de la chaîne a des CMH II, la

structure du co-cristal TSST-1 — HLA-DR1 est significativement différente. Toujours à

travers son domaine N-terminal, TSST-1 semble interagir avec les hélices Œ des deux

chaînes et établi des liens avec le peptide dans la niche (Figure 1.12 B). Les analyses

fonctionnelles sur la présentation et à moindre échelle sur la liaison, montrent que

contrairement à SEB, TSST-1 est particulièrement sensible à la nature et à la taille du

peptide dans la niche des CMH 11(240,241).
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A)

C)

TcRŒ

TSST-1

SEC3

Figure 1.12 Modélisation des interactions SAg — CMII a — TcR
A) Complexe CMH Il — pep — TcR (ici TcR HAÏ.7 avec HLA-DR et HA (p306-3l8)). La
chaîne a du TcR est en jaune, la chaîne 3 en rouge, le peptide en rose et en vert et bleu les
chaînes a et 3 des CMH II, respectivement. Les modèles tri-moléculaires sont prédits par
superposition des co-cristaux SAg — CMH II et SAg — TcR. 3) on remarque que TSST-1
(gris) s’étend par dessus la niche peptidique et contacte le peptide. C) SEB en bleu;
l’interaction se fait entièrement à l’exterieur de la molécule de classe II (ici HLA-DR1) et
est indépenedante du peptide. D) SEC3 en bleu; la structure de ce complexe rappelle celle
de SEB. A), B) et C) sont tirées de (162). D) est tirée de (242)

B)

TcRŒ

D)

TCR3

CMHŒ
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Il est à noter que des études de mutagénèse détruisant le site de liaison de l’ion de

Zinc entre les deux domaines des SAg SPE-A et SEC, n’ont montré aucun effet sur

l’activation des L.T suggérant que dans le cas des ces deux SAg, l’ion ne soit pas impliqué

dans la liaison des CMH 11(243).

A)

ii) Interaction avec la chaîne CMH II f3

Le groupe de SAg interagissant exclusivement avec la chaîne f3 des CMH II

comprend SEH, SPE-C, SPE-G — J, SPE-L SPE-M, SMEZ et SMEZ-2 (Tableau 1) (214).

De ce groupe uniquement les co-cristaux de SEH — HLA-DR1 (244) et SPE-C — HLA

DR2a (245) ont été résolus, mais on suppose que ce mode d’interaction s’applique à tous

les membres du groupe (214). L’interaction avec la chaîne f3 est dépendante de la

stabilisation par l’ion de Zinc conférant au complexe CMH II — SAg une grande affinité

B)

SPE-C

F3’

a2

Figure 1.13 Modélisation des interactions TcR — SAg — CMH 11f3
Les molécules de CMH II sont schématisées en vert, en bleu le TeR. Les différentes
chaînes sont indiquées. En rose l’ion de Zinc joignant le SAg à l’His8l de la chaîne CMH
II f3 (HLA-DR2a à SPE-C en A), et en B) SEH à HLA-DR1). figure tirée de (214).
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allant de 0.5 à 70 nM. L’ion de Zinc fait un pont entre le résidu His8l de la chaîne f3 des

CMH II et l’His206 et l’Asp2O$ de SEH et fait l’équivalent avec $PE-C en impliquant les

résidus His167, His2Ol et Asp203. Les SAg de ce groupe lient surtout l’hélice f31 et

s’étalent audessus de la niche peptidique en interagissant avec le peptide. D’après les études

des structures des complexes SEH — HLA-DR1 et SPE-C — HLA-DR2a, les interactions

avec le peptide n’impliquent pas les chaînes latérales de ce dernier, suggérant un effet

minime du peptide sur la présentation de ces SAg (214). Les études fonctionnelles

manquent encore pour élucider l’effet réel que les peptides liés par les CMH II peuvent

avoir sur la présentation de ces SAg (Voir chapitre 3 et 5).

iii) Réticulation de deux molécules de CMII II

SEA, SED, SEE et MAM forment le groupe des SAg capables de lier

simultanément 2 molécules de classe II à la surface de la CPA. SEA est le SAg le mieux

étudié de ce groupe. Il porte en fait, deux sites de liaison aux CMH II, un semblable à celui

de SEB impliquant une interaction à faible affinité entre le domaine N-terminal du SAg et

la chaîne u de la molécule de classe II et l’autre à affinité élevée, proche de celle de $EH

impliquant le domaine C-terminal avec la chaine f3 et dépendant d’un ion Zinc (246,247).

La mutation de l’un des deux sites d’interaction diminue les niveaux d’activation des L.T

indiquant que la réticulation de deux molécules de classe II est nécessaire pour une

activation optimale des L.T (247,24$). De plus, la réticulation des molécules de CMH II à

la surface est essentielle pour l’induction de l’expression des cytokines par les L.B et les

monocytes (247,248). Petersson et al. ont publié en 2002 le seul co-cristal représentant le

mutant SEAD227A interagissant de son domaine N-terminal avec la chaîne u de HLA-DR1

(249) (figure 1.14). SED et SEE sont supposés interagir avec les molécules de classe II de

la même manière que SEA (214,250). De plus, SED semble pouvoir réticuler deux CMH II

en liant deux chaînes u, ou encore deux chaînes f3. Le lien de deux chaînes f3 nécessite la

formation à l’aide des ions de Zinc d’un homodimère SED/SED (250). En ce qui concerne
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l’activation des L.T, la liaison simultanée d’une chaîne Œ et d’une chaîne [3de deux CMH

II par molécule de SED reste la structure optimale (250).

Figure 1.14 Modèle de la réticulation de deux CMII II par SEA.
Cette figure tirée de (249), est un modèle produit en combinant le co-cristal HLA-DR1 —

SEAD227A (les deux molécules de la partie gauche de la figure) la partie droite de la figure a
été modélisée en superposant le cristal de SEH — HLA-DR1 à SEA. La position du TcR est
prédite à partir de celle du cristal de SEB — TcR[3 (249).

Le groupe de Walid Mourad a récemment publié le premier cristal montrant la

réticulation de deux molécules de CMH II par un superantigène (216). MAM en dimérisant,

est capable de réticuler deux CMH II.

1.4.1.2 Interactions avec le TcR

Les évidences biochimiques ont permis de décrire l’interaction des SAg avec les

1cR. En effet, en 1998 Leder et aï. ont déterminé que l’affinité de l’interaction de SEB et

SEC3 — TcRV[3 (KD de l0’ à 1OE6M) mime celle mesurée pour les complexes CMH-peptide

— TeR. Plus récemment, le groupe de Mariuzza a mesuré la dissociation des complexes SAg

— TcR et a trouvé qu’elle se rapprochait de celle des complexes CMH-peptide — TcR

TcR

VOL

DRp
DROL

H LA-DR1
H LA-DRI
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(25 1,252). Ces travaux suggèrent que les SAg activeraient les LT de la même façon que les

complexes CMH-peptide et possiblement par le recrutement en série des TCR.

Encore une fois l’étude de la structure de l’interaction SAg — 1cR fait appel aux co

cristaux. Dans la littérature, il n’existe encore que cinq co-cristaux SAg — TcR (la chaîne

Vf3) (SEB, SEC2, SEC3, SPE-A et SPE-C) (214). Mais de ces cinq modèles, on remarque

que les SAg contactent tous la boucle CDR2 et la région HV4 (hyper-variable 4) de la

chaîne f3 du TcR (214). Seul le co-cristal de SPE-C — TcRVf32.1 montre l’implication

supplémentaire de résidus sur les boucles CDR1 et CDR3 dans l’interaction (figure 1.13)

(214). Ceci reflète bien la nature de l’interaction avec les CMH II; les SAg liant les CMH

II sur l’exterieur de la chaîne Œ (comn-ie SEB et SEC (Figure 1.12)) permettent au IcRu de

contacter la chaîne f3 de la molécule de classe II. Par contre, les SAg liant les CMH II à la

façon de SEH et de SPE-C en s’étirant par dessus la niche peptidique, empêchent le

rapprochement TeR — CMH et se retrouvent à engager de plus grandes portions du TcR

dont les deux chaînes sont probablement sollicitées. La forte corrélation entre

l’enrichissement de VOE1O observé suite à une stimulation par SEH sous-entend une

interaction directe avec la chaîne Œ du TcR (253) et supporte les conclusions tirées de

l’analyse de l’interaction de SPE-C avec le TcR. Dans le cas de l’activation par SEA, la

chaîne Œ du TcR pourrait jouer un rôle important d’après les rapports des groupes de

Thibodeau et de Mariuzza (254,255). Il faut noter que ces observations ont été faîtes en

utilisant un mutant DRŒK39A, forçant une interaction de SEA avec la chaîne CMH II f3
semblable à celle de SEH. Il devient ainsi clair que le mode d’interaction avec les

molécules de classe II dicte celui de l’interaction avec le 1cR, et ceci aurait pour but de

compenser pour le degré d’affinité et la stabilité de la liaison SAg — CMH II.

1.4.1.3 Effets biologiques des bSAg

En faisant le pont entre les molécules de classe II et le TcR, les SAg activent les L.T

et induisent une relâche de cytokines pro-inflammatoires dont TNF-a, IL-6, IfN-y et IL-2,
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recrutant d’autres L.T et B au site (256). L’activation des L.B qui suivra entraînera la

relâche d’encore plus de TNF-a et d’IL-l (257). C’est à cette relâche massive de TNF-a

qu’est imputée la responsabilité de plusieurs des manifestations cliniques du syndrome de

choc toxique (258). Suite à l’activation, la relâche des cytokines et la prolifération initiale

des LT portant les VJ3 spécifiques aux SAg, il y a inhibition de production de certaines

cytokines comme l’IL-2 (227), un état d’anergie s’établi (22$) suivi d’une délétion de ces

lymphocytes T (259).

i) Syndrome du choc toxique

Cette condition aigue est caractérisée par une fièvre élevée, une hypotension, une

détresse respiratoire, des éruptions cutanées, une défaillance de plusieurs organes pouvant

mener à la mort des individus atteints (256,260). Elle est causée par les PTSAg et est

directement reliée à la relâche massive des cytokines, en particulier le TNF-a. Deux formes

du syndrome du choc toxique, reliées à l’origine de la maladie, sont connues : le choc

toxique Staphylococcique et le choc toxique Streptococcique. Le premier comporte aussi

deux formes, une menstruelle et l’autre non-menstruelle. La forme menstruelle du choc

toxique staphylococcique est associée à l’utilisation des tampons et implique

uniquement TSST-l (261). Ceci est probablement dû à l’unique capacité de TSST-1 de

traverser les paroies mucosales. Dans le cas du choc toxique non-menstruel, SEB, SEC et

TSST-1 sont impliqués. Cette condition se développe chez les grands brûlés, après

opérations chirurgicales, chez les patients atteints de SIDA, et suite à l’utilisation

contraceptive du diaphragme (261). Il est à noter que 93% des cas de chocs toxiques

staphylococciques enregistrés aux Etats-Unis entre 1979 et 1996 sont du type menstruel

(261,262). Le choc toxique streptococcique est relié à une infection par Streptococcus

pyogenes accompagné par une nécrose des tissus autour des sites d’infection. SPE-A et

SPE-C ont été associés à des fonnes particulièrement sévères de chocs toxiques (261).
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ii) Empoisonnement alimentaire

Les entérotoxines staphylococciques (SE) sont les causes les plus communes de

l’empoisonnement alimentaire chez l’humain. SEA, SEB et SED sont les toxines associées

le plus souvent à cette condition. L’empoisonnement alimentaire s’établit rapidement après

l’ingestion de nourriture contaminée (2 à 6 h) et s’accompagne de nausée, maux de ventre,

de vomissement et de diarrhée. Dans une épidémie de gastroentérite aux Etats-Unis causée

par du lait au chocolat contaminé avec SEA, on a trouvé qu’aussi peu que 200 ng de la

toxine suffisait pour induire le vomissement (263). A la différence des SE, TSST-l est

incapable d’induire l’empoisonnement alimentaire, probablement à cause de sa sensibilité

aux protéases gastrointestinales (221). Il semblerait que les fonctions induisant le

vomissement et la superantigénicité des SE soient indépendantes (264) et que le

vomissement semble causé par une relâche d’histamine et de leukotriènes par les

mastocytes et non par la relâche de cytokines par les L.T (265).

iii) Anergie et délétion des L.T

Les SAg se sont avérés très utiles pour étudier le destin des L.T activés in vivo. Les

études de White et aÏ. (189) ont montré que les souris exposées à SEB dès la naissance

montrent une absence totale de L.T matures VI33 et Vf38. Ce fut le premier rapport

démontrant un lien direct entre la tolérance induite et la délétion des L.T réactifs. Les souris

adultes thymectomisées ont prouvé que l’anergie et la délétion par SEB ne sont pas

dépendantes d’un thymus intact, et que malgré l’activation des L.T CD4 et CD8, seuls les

CD4entrent en anergie (259,266).

iv) Maladies autoimmunes

Les maladies autoimmunes sont caractérisées par une perte de la tolérance envers le

soi et par le développement d’une réponse immune dirigée contre un ou plusieurs auto

antigènes. Il est généralement bien accepté que les maladies autoimmunes soient le résultat
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d’une combinaison d’éléments de suscéptibilité génétique et de facteurs environnementaux

(267). Cette hypothèse est supportée par le fait que plusieurs facteurs génétiques ont une

association avec la susceptibilité, ou la protection contre, le développement de certaines

maladies autoimmunes (26$-270). Mais cette association n’est pas absolue puisque, dans

plusieurs cas, des jumeaux identiques sont discordants face à la maladie suggérant

l’implication de facteurs environnementaux (271). De ces facteurs, les infections

bactériennes, virales ou parasitaires semblent être des candidats principaux comme

déclencheurs de l’autoimmunité chez les individus susceptibles, puisque les infections

induisent souvent de fortes réponses inflammatoires dans plusieurs organes (267). Les SAg

aussi sont susceptibles d’induire l’activation des clones T autoréactifs et de favoriser

l’établissement de l’autoimmunité. D’ailleurs, bien qu’il n’existe pas encore de preuves

directes reliant l’étiologie de maladies autoimmunes aux SAg, on a déjà attribué un rôle

exacerbant aux SAg dans certains cas d’autoimmunité. Les SAg peuvent contribuer à

l’autoimmunité en assurant l’activation et la prolifération des clones T autoréactifs et en

favorisant la sécrétion d’auto-Ac et d’interleukines suite à l’activation des L.B ou d’autres

CPA, par le pont moléculaire formé par le SAg avec les L.T. Dans le cas de

l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE), un modèle de la sclérose en plaque,

l’administration de SEB aux souris PL/J induit la paralysie, et cause une rechute chez les

animaux en rémission (272,273). MAM aussi a été montré très efficace pour exacerber

l’arthrite induite par l’administration du collagène, un modèle murin de l’arthrite

rhumatoïde (274).

y) Maladies de la peau

Le syndrome d’épiderrnolyse staphylococcique aigu est associé aux toxines

staphylococciques ETA et ETB. La capacité de ces toxines d’induire cette maladie est

indépendante de leurs fonctions superantigéniques (275,276). Les $Ag semblent être

impliqués aussi dans au moins deux autres affections de la peau, le psoriasis et la dermatite

atopique (225).
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1.4.2 Superantigènes rétroviraux

1.4.2.1 Caractéristiques du vSAg de MMTV

Le SAg rétroviral (vSAg) le mieux caractérisé est le produit d’un cadre de lecture

ouvert (ORF: open reading frame) encodé dans le LTR de l’extrémité 3’ du provirus de

MMTV. Sa découverte remonte aux observations des réactions lymphocytaires mixtes

provenant de 2 souris pourtant compatibles au niveau du CMH. Ce n’est qu’en 1973 que

Festenstein décrivit les Mls (minor lymphocyte stimulating Ag) comme étant les Ag

responsables de cette exception aux règles d’histocompatibilité préétablies (190). La

caractérisation biochimique et immunologique tarda à se réaliser et ce n’est qu’en 1991

qu’on apprit que ces Mls étaient encodés par l’ORF de MIvITV (207,277-279). Des

expériences de traduction in vitro en présence de membranes microsomales de l’ARNm du

orf ont montré que le vSAg est une protéine de type II, avec sa portion N-terminale dans le

cytoplasme (280-282). La caractérisation biochimique du vSAg demeure difficile à cause

des très bas niveaux d’expression, même lorsque transfecté. Il est à noter que le produit de

ce cadre de lecture n’est pas détecté dans le virion (283).

L’orf de MMTV encodant le vSAg produit une protéine d’environ 320 a.a. (323 a.a.

pour vSAg7) dont la masse prédite serait de 38 kDa (Figure 1.15) (197). Le vSAg produit

dans un système de cellules d’insectes correspond à une protéine de 45 kDa suggérant une

glycosylation sur un maximum de 4 des 5 sites potentiels (Figure 1.15) (284-288). Les

travaux de Mc Mahon et aï. suggèrent que la glycosylation du vSAg est importante pour sa

stabilité (288).

Quatre groupes ont rapporté des Ac reconnaissant les produits du orf de MMIV

(284,285,289,290). Avec leur AcM VS7, Winslow et al. (285) sont les seuls à avoir

rapporté la détection du vSAg (Mls- 1 ou vSAg7) à la surface des L.B primaires activés (et

non à l’état de repos). Le groupe de Huber suivit, à l’aide de leur AcM 3B12 (290) en
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détectant vSAg7 à la surface de l’hybridome B MtvT’, LBBA. Malgré le fait que 3B12

inhibe l’activation des L.T, la détection du vSAg à la surface des L.B primaires, même

activés, restait impossible. Mis à part à la surface des cellules CH12 (une lignée B de

souris) et à l’aide de l’AcM VS7, nous avons aussi réussi à détecter le vSAg à la surface

d’une seule lignée B (Raji) mais jamais à la surface d’autres cellules capables de le

présenter et d’activer les L.T. Les travaux de Winslow et al. (286) ont montré que le vSAg

se retrouve en surface, a une taille de 18.5 kDa et est reconnu par l’AcM (V$7) dirigé

contre la partie C-terminale de la protéine. De plus, ils avaient réussi à immunoprécipiter la

forme 18.5 kDa du vSAg de la surface à l’aide d’un AcM dirigé contre la partie N

terminale de la molécule. Ces évidences montraient que le vSAg subit une digestion

séparant la protéine en une moitié cytoplasmique et l’autre extracellulaire mais que ces

deux parties restent liées de façon non covalente à la surface des cellules. Le fait que le

vSAg pouvait être transféré d’une cellule CMH IF à une autre CMH 11 tout en passant à

travers une membrane semi-perméable (291-293) suggérait qu’une forme soluble du vSAg

était produite.

En analysant la séquence primaire du vSAg, on remarque la présence de motifs

tétra- et dibasiques permettant un clivage par les pro-protéines convertases (PC) comme les

furines. Les furines reconnaissent et clivent les motifs RXXR (294) qu’on retrouve à trois

reprises dans la séquence de vSAg7 (Figure 1.15). Il a été montré que des cellules

déficientes en ftirines sont incapables de présenter correctement le vSAg (295), quoique

d’autres protéases, comme la cathepsine L, peuvent compenser pour l’absence de furines et

cliver le vSAg pour permettre sa présentation et son transfert (296). Finalement, le vSAg

possède 5 codons initiateurs potentiels (Figure 1.15). Les premières études de

caractérisation avaient abordé la question de l’importance de ces ATG et avaient déterminé

que les vSAg perdaient leur capacité stimulatrices lorsque amputés de plus de 38 a.a. à

l’extrémité de leur queue cytoplasmique (280,297). Malgré le fait que cette queue ne

contienne aucun motif de ciblage reconnu jusqu’à présent, on pense que la perte des résidus
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hydrophobes de la queue cytoplasmique altèrent le ciblage intracellulaire des vSAg les

conduisant à la dégradation (197).

sites de
glycosylation
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Figure 1. 15 Structure et caractéristiques du produit de I’orf de MMTV. En bref, on
note 5 sites potentiels de glycosylation, 3 sites de clivage reconnus (SCÏ-3) par les
protéines convertases (e.g. furines) et 5 codons d’initiation potentiels ATG (*) dans le
même cadre de lecture. Le vSAg mesure - 320 a.a., possède une courte queue
cytoplasmique N-terminale et une région C-terminale hautement polymorphique
responsable de la spécificité envers les chaînes Vf3 du TcR. (Image tirée de (197,296))

1.4.2.2 Interactions avec CMII lI

L’interaction des vSAg avec les CMH II est prouvée par le fait que des AcM dirigés

contre les molécules de classe II inhibent la présentation des vSAg. De plus, les études de

présentation des vSAg par des souris congéniques pour le CMH, montrent une hiérarchie de

présentation selon le CMH II exprimé. Les molécules I-E sont les meilleures présentatrices.

En leur absence, l’hiérarchie s’établie de la façon suivante: I_Ak >1-A” >J.Ad »IAs »J.l

(197). On trouve aussi une hiérarchie avec les CMH II humains: HLA-DR1 > DR4 »

DRw53 (298). HLA-DP et DQ seraient moins sollicités pour la présentation du v$Ag

(299,300). La difficulté de produire le vSAg de façon recombinante, a empêché

l’avancement des études de liaison et la production de co-cristaux CMH II — vSAg. En

utilisant des mutants de HLA-DR 1, Thibodeau et al. ont montré que les résidus importants
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pour la présentation des bSAg (SEA, SEB et TSST-1) n’affectaient pas celle des vSAg

suggérant une interaction différente avec les CMH 11(300).

En plus du mode et des sites d’interaction, une dimension additionnelle se rajoute

aux caractéristiques de l’interaction des vSAg avec les CMH II. De par leur nature, les

vSAg sont produits simultanément avec les molécules de classe II par les cellules qui les

présentent. Les vSAg sont ainsi exposés aux CMH II dès le R.E. D’ailleurs, le groupe de

Huber avait proposé une interaction entre le vSAg et les CMH II rappelant celle de Ii par

l’intermédiaire du CLIP (301). Cette proposition venait contredire les travaux de Grigg et

al. publiés 3 ans plus tôt (302), selon lesquels, le vSAg mature atteindrait la surface

indépendamment des molécules de classe II. Le vSAg interagirait donc uniquement avec

des CMH II $D$-stables et résistants à l’endoH (voir Chapitre 3).

D’autre part, plusieurs études in vivo (292,303) et in vitro (291,293) relatent le

transfert d’une forme soluble des vSAg d’une cellule CMH 11 vers une CPA CMH 11 pour

assurer sa présentation et l’activation subséquente des L.T. Ce transfert ne nécessite pas de

contact direct entre les cellules productrices du vSAg et les cellules présentatrices, puisqu’il

est possible à travers une membrane semi-perméable (291). De plus, le transfert est

conditionnel à l’activation protéolytique du vSAg (furines et bu autres) par la cellule

productrice, probablement pour permettre à la forme soluble de quitter la cellule. Par

contre, le transfert du vSAg est efficace sur des cellules fixées, indiquant une interaction de

surface avec les CMH II sans besoin d’internalisation (293). Il est à noter que le fragment

du vSAg transféré ainsi que les conditions permettant à ce dernier d’être présenté ou pas

par la cellule acceptrice n’ont toujours pas été caractérisés. Bien que le transfert en tant que

tel ne soit pas nécessairement similaire au mode de présentation directe des vSAg, il reste

qu’il est un mode de présentation possible et strictement extracellulaire.
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1.4.2.3 Interaction avec le TcR

La caractérisation de l’interaction avec le TeR souffre aussi de la difficulté à

produire les vSAg recombinants en assez grande quantité pour la cristallisation. La majorité

de l’information recueillie sur les interactions vSAg-TcR proviennent d’analyses de

séquences en corrélation avec les délétions Vf3 spécifiques dans les répertoires des souris

exprimant les vSAg. Les indications les plus précises quant à la région du vSAg dictant la

spécificité au TcR se limite à la région des 30 a.a. de l’extrémité C-terminale de la molécule

(304). Du côté du TcR, en comparant la séquence des TcRVJ3$.2 répondant au v$Ag

encodé par Mtv7 à celles des TcRVI38.2aslJ et TcRVf317 non-réactifs, on a localisé les a.a.

responsables de la perte de réactivité dans la région latérale CDR4, loin des sites

d’interaction TeR — CMH — peptide (305-307). De plus, les études de Hermann et al. (308)

ont localisé les a.a. importants pour l’interaction avec le vSAg à la face latérale de la chaîne

f3 du TcR, dans la région HV4, qui est majoritairement impliquée dans l’interaction avec les

bSAg. Ces observations ont été confirmées par des études impliquant les TeR humains dans

lesquelles HV4 était prédite aussi comme la région d’interaction avec les vSAg (298).

1.4.2.3 Fonctions du vSAg dans le cycle de vie de MMTV et effets biologiques

MMIV est un rétrovirus du type B existant sous deux formes distinctes, une

impliquant des virions infectieux et l’autre sous forme de provirus intégré dans le génome

de son hôte. Le cycle de vie du virus exogène débute à l’allaitement des souriceaux (le lait

de la mère contenant 1012 particules virales/mL (309)). Le virus traverse, par la suite, la

paroi intestinale via les cellules M pour infecter les L.B naïfs (310,311) et les cellules

dendritiques (CD) immatures (312) dans les plaques de Peyer. Le récepteur viral semble

être le récepteur de la transferrine Ï (TfR1 ou CD71) murin (313), mais la population cible

du virus MMTV, les L.B naïfs n’expriment presque pas de TfR1 à leur surface (314). De

plus MMTV a été rapporté capable d’infecter les cellules humaines (315) dont le récepteur

orthologue à TfR1 est incapable de médier l’infection (313). Ces observations prises
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ensembles, suggèrent l’existence d’un autre récepteur utilisé par MMTV, à distribution plus

large. In vivo, l’infection des L.B et des CD par MMTV est de faible efficacité. Durant les

premiers jours, on retrouve seulement iilO4 L.B infectés (283). Les L.B sont considérés

comme la cible majeure de MMTV puisque, malgré une même efficacité d’infection des

CD, les souris déficientes en L.B ne transmettent pas le virus (309,3 16).

À l’exception des lentivirus (VIH et VIF (virus de l’immunodéficience féline)), et

comme tout autre rétrovirus, MMIV a besoin d’activer sa population cellulaire cible afin

d’établir une infection productive. C’est via TLR-4 que MMTV induit une activation des

L.B et des DC, probablement pour les préparer à l’infection (310,317,318). Une fois

infectés, les L.B expriment les protéines virales. L’expression du vSAg leur permet de

recruter l’aide des L.T pour proliférer, augmentant ainsi de façon clonale la population

infectée (319), permettant la différenciation en L.B mémoires. Cette étape d’expansion et

de différenciation des L.B infectés est cruciale pour assurer l’infection des glandes

mammaires et la transmission du virus à la prochaine génération (320-322). MMTV doit

surmonter le problème de survivre jusqu’à la puberté de son hôte, période à laquelle les

glandes mammaires se développent et deviennent susceptibles d’être infectées. La

population cellulaire responsable de la transmission du virus aux cellules des glandes

mammaires reste toujours non identifiée. En revanche, Golovkina et al. (323), ont démontré

que le rôle des L.B ne s’arrêtait pas à assurer l’arrivée du virus aux glandes mammaires,

mais qu’ils seraient essentiels à la propagation du virus à l’intérieur même de ces dernières.

Les L.T et B ainsi qu’un SAg fonctionnel seraient tous essentiels pour l’établissement

d’une infection productive au niveau des cellules mammaires de la souris, même suite à

l’injection d’une préparation virale directement dans les glandes mammaires.

Chez les nouveaux nés infectés par le lait maternel, on observe une expansion de la

population de L.T réactifs au vSAg dès le cinquième jour de vie. Cette expansion atteint un

maximum au bout du neuvième jour pour décliner par la suite. La diminution graduelle des

L.T portant les TcRVJ3 spécifiques envers le SAg exprimé par le virus, atteint une délétion
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presque complète dans tous les tissus lymphoïdes au bout du quatrième mois de vie

(197,324,325). En plus d’induire la délétion des LT protant les Vf3 ciblés, les vSAg causent

aussi un état d’anergie chez les L.T réactifs restant. Ignatowicz et al. ont montré que les L.T

ayant échappé à la délétion par le vSAg, répondaient très faiblement après stimulation in

vitro à l’aide d’Ac anti-Vf3 (326). Ces observations sont confirmées chez les souris adultes

infectées par injection sous-cutanée de préparations virales (197,309), suggérant une

délétion extrathyrnique des L.T réactifs au vSAg. Quant aux vSAg endogènes, ils induisent

une délétion intrathymique complète des L.T exprimant les V13 qui leur sont spécifiques en

moins de 10 jours (327). Ces délétions de L.T créent des trous dans les répertoires T

caractéristiques du virus porté par la souris en question. L’activation des LT par le vSAg

étant essentielle pour établir une infection productive par MMTV, les souris portant des

vSAg endogènes se trouvent ainsi protégés contre une infection ultérieure par le même

virus exogène ou encore par un virus codant pour un vSAg ayant des spécificités Vf3

similaires (revu dans (309)).

1.5 Rétrovirus endogènes (ERV)

Normalement les virus sont de petits agents infectieux, parasites obligatoires,

classifiés selon la nature de leur génome, de la symétrie de leur capside et selon la présence

ou absence d’une enveloppe. Ces virus nécessitent la machinerie protéique cellulaire hôte

pour assurer la production de virions et la transmission horizontale par un nouveau cycle

infectieux.

Les 20 dernières années de recherches ont montré, chez l’humain, l’existence d’une

nouvelle classe de virus capables de se transmettre verticalement à travers la population

hôte. Ils se retrouvent sous forme intégrée dans le génome et sont baptisés HERV (Human

endogenous retroviruses). Malgré le fait que ces HERV se soient intégrés au génome depuis
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—30 millions d’années (328,329), ces séquences comportent encore des éléments permettant

de les apparenter clairement aux rétroviridaes. On retrouve toujours d’ailleurs, les gènes

classiques des rétrovirus: gag, pol et env entourés par des LTRs. Souvent, grâce au

phénomène de recombinaison homologue, les LTRs se retrouvent à être des éléments

solitaires (International human genome consortium (330)). Chez l’homme on estime que

42%-50% de l’euchromatine totale soit constituée de rétroélements dont 8% à LTRs

(HERV, LTR solitaires ou rétrotransposons) (331).

De par leur nature, les ERV font partie intégrante de l’héritage génétique de leur

hôte puisque leur transmission à la descendance suit les règles classiques de la génétique

mendellienne. C’est en se rendant compte de leur abondance dans le génome animal et de

leur expression au niveau des cellules germinales, des tissus embryonnaires et dans

certaines lignées cancéreuses qu’on s’est intéressé à mesurer leurs effets biologiques.

1.5.1 Effets

Plusieurs études ont souligné les effets pathogènes potentiels ou réels des HERV.

Mais, on leur trouve aussi des rôles dans plusieurs mécanismes physiologiques. D’ailleurs

on pense aujourd’hui que ces éléments rétroviraux auraient influencé l’évolution des

espèces (332) en aidant à réguler l’expression de certains gènes et en interférant

directement dans différents processus comme celui du rôle de la protéine d’enveloppe de

HERV-W, dans l’immunosuppression de la réponse de la mère face au placenta de son

foetus, ainsi que dans la formation des syncitio-trophoblastes grâce à ses propriétés

fusogéniques (332).

En fait, 4 mécanismes d’interférence sont attribués aux ERV intégrés dans les

génomes animaux. (j) En premier lieu, ils agissent comme sites de recombinaison inter- et

intra-chromosomaux induisant des aberrations et de la mobilité de certaines séquences

génomiques. Ainsi les ERVs peuvent jouer le rôle de catalyseur de l’évolution des espèces

en permettant une mobilité accrue et facilitant une restructuration génomique. (ii) Les
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ERVs influencent aussi les schémas de régulation de l’expression de certains gènes se

retrouvant à proximité des LTR solitaires. (iii) D’autre part, leur intégration par elle même

peut causer des mutations jusqu’à l’inactivation de gènes. (iv) Finalement, l’expression de

certains gènes viraux peut avoir des conséquences, d’un côté néfastes pour l’organisme de

l’hôte et de l’autre positives, lorsque autour de certaines protéines virales se développent

des fonctions pathogènes ou utiles à l’hôte (Revu dans (329,333)).

1.6 Hypothèse et Rationale

La présentation des SAg évite tout un système de régulation très complexe pour

activer le système immunitaire. La présentation antigénique par les CMH II, répond à des

étapes contrôlées à tous les niveaux allant de la biosynthèse des molécules de CMH II à

leur transport intracellulaire, la rencontre de l’Ag, sa dégradation, sa présentation en surface

des CPA, l’environnement inflammatoire, la migration des CPA jusqu’à l’engagement des

complexes CMH Il-peptide par les TcR qui leurs sont spécifiques menant à une cascade

d’événements inter et intra-cellulaire finement régulés. Ces systèmes permettent d’assurer

une réponse spécifique et efficace tout en évitant une suractivation ou l’autoimmunité. Les

SAg semblent réussir à se faire présenter et activer le système immunitaire en ne répondant

qu’à très peu de restrictions de présentation. Ils semblent avoir trouvé des moyens presque

inconditionnels pour activer le bras spécifique du système immunitaire. Malgré ces

capacités, il s’est avéré que la présentation des SAg se heurte quand même à certaines

restrictions. Nos travaux se sont intéressés à un modèle défecmeux de présentation

endogène du vSAg de MMTV. Nous avons essayé d’identifier les facteurs régissant une

présentation efficace tout en répondant aux questions que la nature endogène de ce $Ag

pose. Malgré le fait que les SAg de MMTV soient connus depuis maintenant un quart de

siècle, on sait encore peu sur les conditions assurant leur présentation. Nous avons donc

profité pour aborder quelques controverses laissées en suspens dans la littérature. Plus

particulièrement, nous avons essayé de déterminer l’emplacement intracellulaire de

l’interaction fonctionnelle du vSAg avec les molécules de CMH II. De plus, nous avons
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abordé la sensibilité du vSAg aux peptides présents dans la niche peptidique des molécules

de CMH II qui le présentent. Les résultats de nos recherches ont fait l’objet d’une

publication récente dans le Journal oflrnmunoÏogy (148) (Chapitre 3). Ce travail a été co

rédigé par Dr. Thibodeau et moi même. A part pour les stimulations présentées dans le

panneau C de la figure 1, j’ai effectué la totalité des expériences présentées dans ce travail

ainsi que l’analyse et la production des figures.

D’autre part, les travaux du groupe de Bernard Conrad ont offert une théorie très

séduisante reliant les secteurs de la recherche sur les HERV aux maladies autoimmunes par

le biais d’un vSAg (220,334-337). Par ses deux premières publications sur le sujet, l’équipe

de Conrad a proposé l’association de l’expression du produit d’un cadre de lecture ouvert se

situant en 3’ du gène env de HERV K-18 au déclenchement du diabète autoimmun ou

diabète insulino-dépendant. Au départ, nous avions comme objectif de confirmer la nature

du SAg impliqué afin de mettre en place un système permettant d’étudier les conditions

d’expression et d’activation des L.T par ce premier SAg endogène humain. Nos travaux sur

le sujet furent publiés dans le journal Jmmunology Letters (219) (Chapitre 2). Ma

contribution à ce travail s’élève à la totalité du travail expérimental et la production des

figures. De plus, j’ai participé à la rédaction du manuscrit.

Étant donné l’importance des molécules chaperonnes, Ii et DM, pour la présentation

du vSAg de MMTV ainsi que pour la présentation de plusieurs autres SAg (MAM, SEA et

TSST-1) nous avons étudié l’effet que DO pourrait avoir dans la dynamique de production

de complexes CMH Il-peptides permissifs à la présentation des SAg. La publication des

travaux de Qi et al. (33$) démontrant que H2-O inhibait la présentation des bSAg nous a

encouragé à approfondir nos études puisque nos résultats préliminaires semblaient contredir

leurs conclusions. Nos travaux feront l’objet d’une publication qui sera soumise au Journal

ofImmunology sous peu (Chapitre 4). J’ai personnellement effectué toutes les expériences,

les analyses, les figures et la rédaction de cet article.
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2.1 RÉSUMÉ

Récemment, un rétrovirus endogène humain (IDDMK1,222) nouvellement identifié

et apparenté à HERV-K1 8, fut associé à l’établissement du diabète de type T (IDDM). Bien

que le mécanisme soit encore mal défini, il fut postuié que le produit d’un cadre de lecture

(ORF) placé à l’extrémité 3’du gène env de IDDMK1,222 induirait une expansion des

cellules T Vf37 spécifique, et une infiltration de ces cellules au pancréas menant à la

destruction autoimmune des cellules J3 productrices d’insuline chez les patients affectés.

Depuis, cette activité de nature superantigénique ainsi que l’association du virus

IDDMK1,222 avec la pathologie du diabète autoimmun ont été défiées. Afin de

fonctionnellement caractériser le supposé SAg encodé par IDDMK1,222, nous avons cloné,

à partir d’ADN humain, la séquence de 462 pb identique à l’ORF déjà décrite. Ce fragment,

IDDMK1,222 ORF, fut transfecté dans la même lignée B humaine (Raji) originalement

utilisée comme CPA pour démontrer la spécificité Vf37. Le potentiel immuno-stimulateur

de IDDMK1,222 ORF a été testé sur des hybridomes T murins et comparé au mieux

caractérisé M1v7 SAg du virus MMTV transfecté dans les mêmes conditions. Un panneau

de 16 hybridomes T couvrant 14 VJ3 différents a été analysé. Nous n’avons détecté aucune

production d’IL-2 induite par IDDMK1,222 par ces hybridomes, ni par ceux qui expriment

les Vf3 murins (mVf3 1, mVf34 et mV 10) les plus apparentés au V37 humain. Selon les

critères classiques de superantigénécité, nos résultats suggèrent que IDDMK1,222 ORF est

dépourvu d’activité superantigénique.
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2.2 SUMMARY

Recently, a newly identified human HERV-K1O-like endogenous retrovirus

(IDDMK1,222) has been implicated in the etiology of type I diabetes (TDDM). Although the

exact mechanism rernains unclear, it was postulated that the 3’ end ORF product of the env

gene of IDDMK1,2 22 would trigger a V37-specific human T celi expansion leading to their

infiltration in the pancreas of affticted patients and to the autoimmune destruction of the

insulin-producing 13 cells. Since then, such superantigen (SAg)-like activity as well as the

association between the IDDMK1,222 virus and IDDM pathogenesis have been challenged.

To further characterize functionaÏly the putative IDDMK1,222-encoded SAg, we have

cloned from human DNA the identical 462bp ORF sequence originaÏly described. The

IDDMK1,222 ORF fragment was transfected in the same human B celi lune (Raji) originally

used as APC to demonstrate the V137 specificity. The irnmunostimulatory potential of

IDDM ORF was tested on murine T celi hybridomas and compared to the well

characterized mouse mammary tumor virus Mtv7 SAg transfected in the same conditions. A

panel of 16 T cdl hybridomas encompassing 14 different Vf3s was analyzed. We have

failed to detect IDDMK1,222-induced IL-2 production from any of these hybridomas, even

those bearing the murine Vf31 (mV13l), mV134 or mVf3lO TcR f3 chains which are most

closely related to the hurnan V137 (hVf37). Our resuits suggest that IDDMK1,222 ORF is

devoid of superantigenic activity as defined by classical criteria.
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2.3 INTRODUCTION

Superantigens (SAgs) are microbial mitogenic proteins that bind MHC molecules

outside the peptide-binding groove and activate up to 20% of the T ceil repertoire in a Vf3-

specific manner [1-4]. T celi proÏiferation is accompanied by a massive production of

cytokines such as TNF-fx that account for the toxicity of SAg proteins [5;6]. The best

characterized SAgs are those secreted by Staphyloccocus aureus as well as the product of

the 3’ LTR ORF ofthe mouse mammary tumor viruses (MMTV) [3;4;7].

Detection of Vf3-specific T ce!! amplification in patients has been taken as evidence

for the involvement of SAg-producing pathogens in some autoimmune diseases [3;4]. for

example, following tlie onset of autoimmune arthritis, a hVf314 T celi enrichment lias been

reported in afflicted joints [8]. Also, exposure of Experimental Autoimmune

Encephalomyelitis (EAE) susceptible rodents to staphylococcal enterotoxin B (SEB)

triggers a Vf3-specific T celÏ expansion causing the relapse of the autoimmune pathological

condition [9;10].

The etiology of insulin-dependent diabetes mellitus (IDDM) is stili elusive and it

has been speculated that SAgs could be he!d responsib!e for the T cell-mediated

autoimmune destruction of the insulin producing f3 cel!s in the pancreas [11; 12]. Indeed,

using islet celi membrane preparations from afflicted patients, Conrad and co!laborators

showed a Vf37-specific T celi expansion from the peripheral blood of healthy donors [13].

More recently, the same group identified IDDMK1,222 as a novel human endogenous

retrovirus (HERV), closely re!ated to HERV Kl0 and to MMIV, and which encodes in its

3’ env gene wliat appears to be the functional Vf37-specific SAg [14]. However, the exact

nature of IDDMK1,222 and its association to IDDM has been disputed as this virus was

found to be either ubiquitously expressed [15-18] or undetectable at ah in patients [19;20].

Despite the lack of epiderniohogical relationship between IDDM and expression of

IDDMK1,222, the superantigenic nature of the 3’ ORF product might stihl be relevant to
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homeostasis of the T celi repertoire. Nonetheless, Lapatschek et al. concluded that the ORF

gene does flot encode for a functional $Ag since transfected A20 ceils did flot stimulate

human or murine primary T ceils in a Vf3-specific manner [21]. Although presentation of

SAgs is not generaÏly MHC restricted, the possibility remains that the class II molecules

expressed on A20 celis may flot be permissive for binding IDDMK1,222 ORF SAg. As a

matter of fact, MHC class II allelic and isotypic polymorphisms have been shown to

modulate the binding of SAgs [22-25]. To further characterize the activity of the

1DDMK1222 ORF $Ag on T celi activation, we have cloned from the env gene the minimal

stimulatory sequence that was shown to stimulate human Vf37 T celis [14]. b ascertain

efficient presentation by MHC class II molecules, the ORF sequence was transfected into

the human B ceil une Raji that was originally used to characterize the superantigenic

properties of IDDMK1,222. The activity of IDDMK1,222 SAg was tested on murine T celi

hybridomas and compared to the well-characterized mtv7 SAg. From our resuits, we

conclude that IDDMK1,222 ORF protein does flot exhibit classical functional characteristics

of SAgs.
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2.4 RESULTS AND DISCUSSION

Cloning and expression of the IDDMK1,222 ORF sequence

Different human ccli unes (HeLa, T2, Raji, LG2) were used to amplify by PCR the

exact ORF SAg sequence. Using primers encompassing both the start and stop codons of

the 462 bp minimal sequence published previously [14], we have amplified and cÏoned

DNA fragments obtained from each celi une. A total of 12 clones were sequenced, partially

or entirely, and their predicted primaty amino acid sequences were compared to the one of

the IDDMK1,222 SAg (Fig. 1). One clone, called LG2.9, encodes a protein identical to

IDDMK1,222 ORF. The other clones were all different although five major recurrent amino

acid substitutions were noted at positions 48, 78, 115, 123 and 140. In structural terms, the

most dramatic substitutions were the replacement of proline 115 by threonine, and glycine

123 by the charged glutamic acid. These variations were found in more than one cell une

suggesting that they are flot the result of Taq polymerase errors. The activity of these

mutant forms of the ORF SAg could be investigated once the superantigenic characteristics

ofIDDMK1,222 ORF product are well established.

The LG2.9 ORF DNA fragment was cloned into the mammalian expression vector

SRŒpuro (SRŒ IDDM) and stably transfected in Raji celis (Raji IDDM). Since no antibody

against IDDM ORF is available, we controlled the transfection efficiency using the GFP

gene cloned into SRapuro (SRa GFP) and transfected in the same conditions (Raji GFP).

According to the flow cytometry analysis of Raji GFP, we estimated that 48% of the cells

stably expressed the protein of interest (Fig.2A). The Raji IDDM population was cloned by

limiting dilution to seÏect by Northem blotting for cells expressing high levels of viral SAg

(vSAg). Fig.2B shows a strong specific ORF rnRNA signal in clone Raji TDDM 4F6 as

compared to the cells transfected with the vector alone (Raji SRŒ). Assuming that high

mRNA levels correlate with high protein expression, the clone Raji IDDM 4F6 was used to

characterize functionally the IDDM ORF product.
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IDDMK1,222 SAg does not stimulate murine T ceil hybridomas

The SAg activity of IDDM ORF is poorly characterized and contradictoiy resuits

have been obtained using prirnaiy human T ceils [14;21] In addition, using murine

spienocytes, Lapatschek and coilaborators could flot demonstrate any Vf3-specific

proliferation in response to A20 murine B celis transfected with IDDMK1,222 ORF.

However, its activity on primary V3 1 murine T cells could flot be assessed directly as no

specffic antibody is yet available [21]. This mVf3 1 element is particuiarly interesting since

it is the most ciosely related to the hV(37 that was shown to recognize IDDM ORF (Fig 2C)

[26]. For the rntv7 SAg, strong structurai conservation between responding human and

mVI3s bas been described [27]. Thus, to fiirther characterize the potential SAg activity of

IDDM ORF, Raji IDDM 4F6 was used as APC in co-cultures with those murine T ccli

hybridomas expressing mVf3s related to the hurnan V3 7: KSEA 1.8 (mVf3l), 11B3 (mVI3l

and 8), B4V4D8.22 (mVf34), and 173BM 151.12 (mVf3l and 10). 11B3 and Y7BBM

15 1.12 express a common TeR Vf31 chain encoded by the BW5 147 fusion thymorna parent

[28]. Three different stimulators to effectors ratios were tested. Figure 2D shows that Raji

IDDM 4F6 ceils couid flot stimuiate T ceils above background levels defined as the IL-2

secretion obtained using Raji SRa celis.

We verified that Raji IDDM 4F6 celis were flot simply deficient in their capacity to

form conjugates with those particular T ccli hybridomas by using bSAgs as controls

(Fig.2D). Indeed, KSEA 1.8, 11B3 and 17BBM 151.12 were successfiuly stimulated by

SEA bound to Raji SRŒ or Raji IDDM 4F6. Since B4V4D8.22 was flot stimulated by SEA,

SEB or TSST-1 (flot shown), we used PHA to demonstrate its abiiity to secrete IL-2.

We then elirninated the possibility that our Raji ceils could be deficient in the

presentation of endogenous retroviral SAgs in general. To test this hypothesis, ceils
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transfected with the rntv7 $Ag in SRa (Raji MTV7) were subjected to limiting dilution and

one clone, Raji MTV7 2H$, was further characterized. Expression of mtv7 vSAg was

rneasured at the celi surface by flow cytometiy using the VS7 vSAg-specific antibody (fig

3A) [29]. As shown in Fig 3B, Raji MTV7 2H8 celis efficiently stimulated VJ36 (Kmls

13.11) and Vf38 (KR3) T cdl hybridomas as high leveis of IL-2 were produced when

compared to the stimulation obtained using APCs transfected with the vector alone. These

data confirm the efficient transfection and expression of endogenous SAgs in these

conditions and the capacity of Raji ceils to present to T celis. Altogether, these resuits cast

doubts on the $Ag nature ofIDDM.

Still, in an attempt to uncover potential IDDM ORF-specific Vf3 chains, we tested

the reactivity of a panel of T ccii hybridomas bearing mVJ33, 5, 6, 8, 11, 15 and 17 TcRs

(Fig.4A) as weil as mVf32, 9, 12 and 16 (flot shown). Although ail responded to control

bSAgs or to mtv7 SAg, Raji IDDM 4f6 could not by itseif stirnulate any of these T ce!!

hybridomas above the background leve! observed with Raji SRa alone. The inability of

Raji IDDM 4F6 to stimulate T ceils could not be attributed to clonai aberrations as 4F6

displayed high levels of surface HLA-DR molecules (Fig.4B) and the bulk population of

Raji IDDM was just as inefficient as Raji IDDM 4F6 in stimulating T cell hybridomas (not

shown).

On the other hand, rntv7 SAg activated RG17 (mVI36) and K116 (mVI38)

hybridomas, as expected. Also, a strong stimulation was observed using KOX 15.8.3

(mVI315) and 26.6 (mVf3lT) T ceils. To our knowiedge, this is the first description of a

mVI315 and mVf317 T ceil response to mtv7 SAg. The use ofa human APC cou!d expiain

this observation. Xenogenic isotypes and alleles of class II molecules expressed on Raji

celis might increase the strength of TcR-MHC contacts for such Vf3s with, presumably, iow

affinity for vSAgs [30;31].
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Altogether, these resufts suggest that IDDM ORF does flot encode for a typical SAg

and confirm the negative results obtained by Lapatcheck and collaborators using primary

human and mouse T ceils [21].

2.5 CONCLUDING REMARKS

Based on the general accepted criteria defining SAgs [32-34], the IDDMK1,222 ORF

product does flot seem to be part of this family of proteins. Indeed, its recombinant form

expressed in class 1I celis could flot stimulate T celi hybridomas in a Vf3-restricted fashion.

The possibility remains that non-Vf3 elements of the TcR such as the alpha chain, or

polyrnorphisms in those particular V3s tested here could impose structural constraints

precluding efficient recognition of SAg/class II complexes. Examples of such skewing of

the T celI response have been documented previously [3 5-37]. However, since none of the

16 hybridomas tested here have been stimulated and that primary human or mouse T celis

could not be reproducibly activated with similar constructs in another smdy [21], we

conclude that IDDMK1,222 ORF is flot a potent SAg, if at all. On the other hand, the mtv7

SAg stimulated 4 out of 7 Vr3s and 7 out of 10 hybridomas tested. Nevertheless, given the

high number of endogenous retroviruses inserted in the human genome, it will be

interesting to assess the stimulatory activity ofIDDMK1,222 ORF-related sequences.
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2.6 MATERIALS AND METHODS

Ceils and antibodies:

The human Burkitt lymphoma B ceil une Raji (ATCC CCL 86), the EBV

transforrned 3 ceIl une LG2 (obtained form Larry Stem) and the hybrid 12 (ATCC CRL

1992) were cultured in RPMI 1640 medium with 10% FBS (Gibco BRL, USA) and 4tM 2-

Mercapthoethanol. The epithelial HeLa ceils (ATCC CCL-2) were cultured as above but in

DMEM medium. Ail transfected celis were kept under selection with 2jig/mL ofpurornycin

(Sigma-Aldrich, Ont. Canada).

Murine T celi hybridomas were grown in DMEM (Kmls 12.6 (mVJ36) [22], Kmls 13.11

(mVf36) [22], 26.6 (mVf3l7) a kind gift from Dr. Christophe Benoît, 11B3 (mVJ3l, mVf38)

[38;39], K25-49.16 (mV33) [22;40], KJI6 (rnVt3s) a kind gifi from Dr. Brigifte Huber,

KOX 15-8.3 (mVI315) [22], KSEA 1.8/4.9.3 (mVl3l) [22]) orRPMI 1640 (11.40 (mVf3ll)

[41], VJ35 #1 1 (mVJ35) [42], RG 17 (mVf36) and J(R3 (mVI38) a kind gifi from Dr. Rafick

Pierre Sékaly. 1D1-E7 (mVI316), 1HB99.20 (mVf3l2 and 1) [40], 17 BBM-15 1.12 (mVI3lO

and 1) [40],4B18-10 (mVI39), B4V4D8.22 (mVI34) and B4B30.12 (mVf32) (a generous gift

from Dr. Patrice Hugo). 1cR expression at the surface of these hybridomas was monitored

by flow cytometiy using the H57-597 (ATCC HB-21$) monoclonal antibody (mAb) (flot

shown). H57-597 mAb (TgG) recognizes ail murine alpha beta 1cR [43].

The VS7 mAb against the C-terminal part of mtv7 SAg was a kind gifi from Dr G.

Winslow [29]. L243 (ATCC HB-55) mAb (IgG2a) binds a specific DRŒ conformational

determinant [44].

PCR and sequencing:

The IDDMK1,222 ORF was cloned from genomic DNA extracted as described [45].

Briefly, cells were lysed in 1% Triton X-100 and treated with proteinase K. Afier protein
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extraction with phenol/chlorofonri, nucleic acids were precipitatcd with ethanol. The

primers used for PCR were inspired from the original IDDMK1,222 ORF published

sequence [14] (5’end primer: GCA AAG AAA AGC G4jCC ACG GAG ATG; 3’end

primer: AA AGG ATC CTA ATC TAT AAT AGT TCC G). Both primers contained a

BamilI restriction site (italic character) as well as the initiation and termination codons

(bold characters). PCR products of the expected 494bp size were isolated on agarose gel,

cloned into the BamHI site of pBluescript KS vector (Stratagene, CA), and sequenced

using the T7 polymerase.

Plasmids and Transfection:

The SRuIDDM construct was generated by subcloning the LG2.9 DNA fragment

into the mammalian expression vector SRŒpuro (kindly provided by Dr. François Denis).

Control SRaMTV7 and $RŒGfP constructs were obtained from françois Denis and

Sophie Gratton, respectively.

Stable transfectants were generated by electroporation. Briefly, i07 Raji cells in 5001il of

RPMI containing 20% FBS and 15tg of plasmid DNA were electroporated in a 0.4 cm

cuvette at 960 j.F, 300V using the BIO-RAD gene pulserTM(Biorad, CA). After 24 fours at

37°C, celis were grown for 3 weeks under selection using 0.2jig/inL puromycin. Clones

were obtained by limiting dilutions in 96 well plates.

Northern blot analysis

Total RNA was isolated using Trizol (Gibco BRL, NY, USA) and analysed by

Northem blotting as described previously [42]. As probe for the detection of IDDMK1,222

ORF mRNA, we used the LG2.9 insert purified from agarose gels after ŒP32 labelling using

the Ready-to-Go labelling kit (Pharmacia Biotech, NJ, USA). The GAPDH cDNA was

kindly provided by Dr. Pierre Belhumeur.
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Flow Cytometry Ana]ysis:

Ceils were washed in PBS and incubated with primary antibodies in complete celi

culture medium. After 30 min. at 4°C, cells were washed twice in PBS and incubated for

another 30 min. at 4°C with a fITC-conjugated goat anti-mouse IgG (GAM-fITC)

(Cedarlane, Canada) in PBS. Ceils were washed twice and analyzed by flow cytometry on

a FACSCalibur® (Becton Dickinson, CA). As negative control, ceils were stained using

GAM-fITC alone.

T celi stimulation assays

Raji cells were co-cultured in the presence of 6x104 T celi hybridomas at different

APC to hybridoma ratios (1:1 , 1:3 or 1:10). For bacterial SAg presentation, celis were co

cultured at a ratio of 1:3 in the presence of ljig/mL SEB, 1ig/mL TSST-1 (Toxin

technology, FL USA) or 1 OOng!mL SEA (a generous gifi from Dr. R.P. Sekaly). PHA

stimulation was achieved by culturing the T celi hybridoma B4V4D8.22 with l00ig/mL of

PHA (a kind gift from Dr. R.P. Sékaly). IL-2 production was determined by the ability of

the co-culture supematant to sustain the proliferation of the IL-2 dependent T ceil une

CTLL-2 (ATCC TIB-214) as measured by H3-thymidine incorporation or by dosage of

hexoseaminidase as described previously [42]
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2.8 FIGURES

Figure 1. Alignment of IDDMK1,222 ORF-related sequences. Twelve DNA clones were

completely or partially sequenced and the predicted amino acid sequences were compared

to the IDDMK1,222 SAg originally described [14]. The LG2.9 clone, despite a T to C suent

mutation at nucleotide 291, was found to encode for a protein identical to the IDDM1,222

ORF. Dots correspond to identical amino acids while discontinued unes indicate

unsequenced regions. The individual names refer to the human ccli une from which the

DNA fragment was amplified.
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Figure 2. Raji IDDM 4F6 does flot stimulate T celi hybridomas expressing TcRs

related to the human Vf37. (A) GFP fluorescence of Raji ceils stably transfected with the

SRa GFP vector (Raji GFP). Afier 3 weeks of selection, transfected ceils were analyzed by

ftow cytometry. Marker indicates the percentage of transfected ceils stably expressing the

GFP protein. (B) High levels of IDDMK ORF mRNA expression in transfected Raji cetis.

Twenty ig of total mRNA was analyzed by Northem blotting using the IDDMK1,222-

specific probe. Constitutively expressed Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH) mRNA was analyzed on a separate blot and used as semi-quantitative controL

(C) Dendrogram illustrating the degree of homology between human V7 (hVE3) and

different mVj3s. Inspired from Clark and collaborators [26]. (D) Stimulation of T ceil

hybridomas 17BBM-15 1.12, KSEA 1.8, 1133 and 34V4D8.22 by IDDM ORF-transfected

celis. SEA (0.1 ig/mL) was used as control except for B4V4, which was stimulated with

100jig/mL PHA in the absence of APCs. Three different APC to T ceil hybridoma ratios

were tested and IL-2 secretion was quantified as a measure of T ceil activation.
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Figure 3. MTV7 transfected Raji successfully activate T celi hybrïdomas.

(A) The expression oftransfected rntv7 SAg in clone Raji MTV 2H$ (fihled histogram) was

rnonitored by surface staining using the VS7 antibody followed by a FITC-coupled goat

anti-mouse secondary antibody. Control Raji SRa (open histogram) was stained in the

same conditions. (B) Mtv7 SAg transfected in Raji celis stimulates T celi hybridomas KmIs

13.11 (V6) and KR3 (V13$). Two different APC to T cell hybridoma ratios were tested

and IL-2 secretion was quantified as a measure of T cdl activation.
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figure 4. Vf3-specific activation of T ceJJ hybridomas by vSAg-transfected Raji celis.

(A) APCs were co-cultured with T ccli hybridomas at a ratio of 1:1 and IL-2 secretion was

rneasured after 24h. Bacterial SAgs were used as positive controls for the T ce!! activation.

Hybridomas 11.40, 26.6, K25-49.16 and V135#1 1 were stimulated with 0.1 ig/mL SEA

whule hybridomas KJ16 and RG17, were stirnulated with 1 jig/mL SEB. KOX 15-8.3 was

stimulated with 1 Ig/mL TSST-1. (B) Expression of HLA-DR at the surface of transfected

ceils was rnonitored by flow cytornetry using the L243 antibody followed by FITC-coupied

goat anti-mouse secondaiy antibody. Negative control (fihled histogram) represents Raji

SRŒ ceils stained with secondary antibody alone. Numbers indicate the mean fluorescence

value for the transfected celis (open histograms).
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3.1 RÉSUMÉ

L’activation des lymphocytes T par le superantigène (vSAg) du virus MMIV

requiert l’association aux molécules de CMH de classe II. La localisation intracellulaire de

l’interaction fonctionnelle entre les molécules de CMH II et les vSAgs est encore matière à

débat. Afin de résoudre cette question, nous avons essayé les cellules épithéliales humaines

HeLa exprimant HLA-DR1. Nous avons été surpris de constater que ces cellules ont échoué

la présentation de vSAg7 et vSAg9 à une série d’hybridomes T murins. Le problème n’est

pas relié à un défaut d’apprêtement du vSAg puisque les HeLa sont capables d’activer

efficacement les lymphocytes T suite au transfert du vSAg à des lymphocytes B.

Cependant, des HeLa DR1 devenaient capable de présenter directement le vSAg une fois

traitées à 1’IFN-y. De plus, la transfection de CIITA suffit pour rétablir la présentation. Des

expériences de reconstitution ont démontré la nécessité de co-exprimer HLA-DM et la

chaîne invariante (Ii) pour atteindre une présentation efficace du vSAg. Étonnamment,

l’inclusion d’un motif di-leucine dans la queue cytoplasmique de DRf3 compense pour la

nécessité de HLA-DM et permet une présentation efficace du vSAg en présence de Ii. Un

signal de transport équivalent a été inclus dans vSAg7 en remplaçant sa queue

cytoplasmique par celle de Ii. Le transfert ainsi que la présentation directe de cette chimère

Ii/vSAg7 ont été abolis par son ciblage vers les endosomes. Pris ensemble, nos résultats

suggèrent que les complexes DR-vSAg fonctionnels se formeraient après les stades les plus

tardifs de la maturation des molécules de classe II, probablement à la surface cellulaire.
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3.2 ABSTRACT

Activation of T lymphocytes by mouse marnmary tumor virus superantigen3 (vSAg)

requires binding to MHC cïass II molecules. The sub-cellular location where functional

interactions occur between MHC class II molecules and vSAgs is stiil a matter of debate.

To gain flu-ther insight into this issue, we have used human epithelial HeLa ceils expressing

HLA-DR1. Surprisingly, the human ceils were unable to present transfected vSAg7 or

vSAg9 to a series ofmurine T celi hybridomas. The defect is not related to a lack ofvSAg

processing as these ceils can indirectly activate T cells following co-culture in the presence

of B lymphocytes. However, after IfN-y treatment, the HeLa DR1 celis became apt at

directly presenting the vSAg. furthermore, transfection of CIITA was sufficient to restore

presentation. Reconstitution experiments demonstrated the necessity of co-expressing

HLA-DM and invariant chain (Ii) for efficient vSAg presentation. Interestingly, inclusion

of a di-leucine motif in the DR43 cytoplasmic tau bypassed the need for HLA-DM

expression and alÏowed the efficient presentation of vSAg7 in the presence of Ii. A sirnilar

trafficking signal was included in vSAg7 by replacing its cytoplasmic tau with the one of

Ii. However, sorting of this chirneric Ii/vSAg molecule to the endocytic pathway

completely abolished both its indirect and direct presentation. Altogether, our results

suggest that functional vSAgs-DR complexes form after the very late stages of cïass II

maturation, most probably at the celi surface.
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3.3 INTRODUCTION

Superantigens (SAgs) are smaii bacterial (bSAgs) or viral (vSAgs) proteins that

bind MHC class II moiecules and activate up to 20% of the T celi repertoire in a Vf3-

specific manner (for reviews see (1-3)). SAgs have long been implicated in various diseases

as weii as autoimmune conditions (4,5). They have proven to be useful tools for the

appreciation of structural heterogeneity amongst class II molecules at the surface of APCs

(6).

MHC ciass II aJf3 heterodimers assemble in the endoplasmic reticulum tER), where

they swiftly associate with the invariant chain (Ii) (for reviews see (7-9)). This chaperone

occupies the peptide-binding groove of the newly synthesized class II molecules,

preventing the binding of endogenous ER peptides and polypeptides (10-12). Ii is a type II

membrane protein containing endosomal targeting signais through which the class IIJIi

compiex gets delivered to peptide-rich endosomes (13-15). As opposed to B ceiis, DCs

from mice deficient for Ii express high ievels ofciass II moiecules at their surface (16,17).

Also, in the absence of Ii, ciass II moiecules are efflciently expressed at the plasma

membrane of transfected cells (18,19). However, in these conditions, intracellular

trafficking ofclass II moiecules varies between celi lines (20).

Once in the endocytic pathway, proteinases sequentially digest Ii except for the

CLIP fragment which remains in the peptide-binding groove of the MHC class II moiecule

(reviewed in (21)). The exchange of CLIP for an antigenic peptide that will be presented at

the celi surface is promoted by HLA-DM (DM) (22,23). This non-ciassical class II

molecule exhibits very little poiymorphism and resides in the endocytic pathway (24-26). A

cytoplasmic YXXL sorting motif aliows DM to accumuiate principaliy in late vesicles (27-

29). The activity of DM is flot restricted to CLIP removal as nurnerous studies have

highlighted its capacity to edit the global peptide repertoire by favouring those of higher
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afflnity (30-33). Beyond its effect on peptide editing, DM could also play an important

direct role in fine-tuning the conformation ofclass II molecules (34-36).

Bacterial SAgs do not require processing and bind MHC class II molecules outside

their peptide binding groove (37-39). However, it is now well established that the class II

bound peptides modulate the interaction of SEA, TSST-l and MAM with their receptor

(40-45). Accordingly, chaperones involved in peptide binding to class II molecules can

have a profound effect on SAg presentation (34,46,47). Bacterial SAgs bind to MHC class

II molecules a and]or f3 chains in numerous fashions and the three-dimensional structure of

many complexes revealed direct contacts between SAgs and the peptide (48-5 1)

The best studied vSAgs are the ones produced by MMIV. Stili, their crystal

structure rernains to be determined. MMTV is a type B retrovirus, transmitted horizontally

through the milk of infected mothers or vertically once integrated in the germ une

(reviewed in (52)). Tliey produce vSAgs that are necessary for viral infectivity and virus

spread (53,54). These are type II transmembrane proteins encoded by an open reading

frame in the 3’ long terminal repeat (LIR) (55-59). The mature MIV vSAg is a 45 KDa

glycoprotein that needs to be activated through proteolytic processing (60). The nature of

the active fragment remains ill-defined as redundancy lias been reported regarding the

potency of the furin cleavage sites in activating vSAgs (61). Also, cathepsin L was shown

to liberate a 27 KDa fragment which coutd explain the activity ofvSAgs in furin-deficient

cells or following mutagenesis of the fririn recognition motifs (62,63). In addition to

activating the vSAg, processing would explain the paracrine transfer of a soluble active C-

terminal fragment to class II-positive APCs (64-66).

The exact binding site(s) of MMIV SAg on class II molecules rernain(s) obscure

(67-69). Also, the intracellular trafficking of vSAgs and the site of class II encounter are

still matters of debate. A tliorough biocliemical analysis of their maturation allowed the

group of Pullen to conclude that vSAgs reach the plasma membrane via the default exocytic

pathway, independently of MHC class II expression (70). Class II-vSAg complexes were
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found exclusively at the plasma membrane and flot in the endocytic pathway or the ER.

Their observations impiy an exclusive association ofthe vSAg with mature, peptide-loaded,

SDS-stable class II molecules. Accordingly, it was later proposed that successful

presentation of vSAg7 is conditional to the existence of a diverse class Il-bound peptide

repertoire (71). Indeed, endogenous vSAg-induced T celi deletion was flot taking place in

rnodified mice expressing class II molecules almost exclusively loaded with CLIP (DM

KO) or loaded with a covalently linked peptide (Ea5268).

These resuits contrast with those obtained in vitro by the group of Huber and which

suggest that class II-vSAg interactions occur in the ER through a CLIP-like region of vSAg

occupying the peptide-binding groove (72). In accordance with such an interaction early in

the biosynthetic pathway, they reported that a DM-deficient human B cell une was as

potent as its wild-type counterpart in stimulating T celis upon transfection of a vSAg.

Here, we show that DR-transfected ceil lines differ dramatically in their abiÏity to

present MMTV vSAgs and that the mere expression of class II molecules is not sufficient

to support presentation to T celi hybridomas. We report that CIITA expression rescues the

presentation of vSAg7 by HeLa celis and that the presentation-competent phenotype is

dependent on the co-expression of DR, Ii and DM. The need for class II molecules to

access the endocytic pathway coupled to the inactivation of v$Ags in these compartrnents

support a model where both ligands traffic independently inside the celi. Also, functional

complexes most probably form at the plasma membrane and only after class II molecules

have acquired some presentation-permissive peptides.
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3.4 MATERIAL AND METHODS

Plasmids and mutagenesis

In figure 1C, HeLa, 4N5 and DAP ceils were transfected with mtv7- or mtv9-

encoding pH-Apr1-Neo plasmids (73,74). Elsewhere, vSAg7 was expressed following

transfection of SRuMTV7 expressing the gene for puromycin resistance (obtained from Dr

François Denis).

pBudDM has been described previously (75). Ii was expressed from pREP4 1ip35 as

previousÏy described (76). The chimeric RSV.3 DRf3/DOcyto (DR-LL) has been described

previously (77).

Ii-vSAg7 chirneric cDNAs were obtained by the PCR overlap extension technique (78). We

exchanged the vSAg7 cytoplasmic tau coding sequence for the one of either the p33 or p35

Ii isoforms to obtain p33cyto-vSAg7 and p35cyto-vSAg7, respectively. A flrst fragment

was ampÏified from pBluescript (pBS) MTV7 using the UniversaÏ primer and a fusion

primer covering the end of the vSAg transmembrane and the beginning of the cytoplasmic

tau of both isotypes of Ii(5’ AGC AAT TGC AGC CTC ATT TGC TGC). The second

fragment was amplffied from pBS KS 1ip33 or pBS KS Ii p35 (76) using the

complementary fusion primer and the Reverse primer. The two overlapping PCR products

were mixed, and a final PCR was performed using the flanking Universal and Reverse

primers. A EcoRI—XbaI fragment from the final PCR product was cloned into the SRŒ

vector (79) and sequenced.
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Antibodies

The VS7 mAb against the C-terminal part of rntv7 SAg was a kind gift from Dr G.

Winslow (80). L-243 (ATCC HB-55) mAb (IgG2a) binds a specific DRa conformational

detenitinant (81). 2.06 is directed against a common epitope on the f3 chain of the three

HLA-D isotypes but binds preferentially to the DRJ3 chain ($2). XD5 (IgGi) recognizes a

linear epitope in the f31 domain of ail class II molecules (83). BU-45 (IgGi) is a mAb

specific to the C-terminal portion of the human Ii (84). Pin.1 (IgGi) ($5) recognizes both Ii

p33 and 35 cytoplasmic tails. CerCLIP. 1 (IgGi) is directed against the N-terminal segment

of CLIP (PharMingen, San Diego, CA). MaP.DMY (IgGi) is directed against the luminal

portion of HLA-DM (PharMingen International, Oakville, Canada). 1 a3 mAb is specific for

a monornorphic region of all HLA-DQ (86).

Celis and transfections

The human Burkitt lyrnphoma B-cell line Raji (ATCC CCL $6), the EBV

transformed BJAB (87) and the murine B-cell lymphoma CR12 (65) were cultured in

RPMI 1640 medium with 10% FBS (Gibco BRL, USA) and 4jiM 2-ME. The human

epithelial HeLa cells (ATCC CCL-2), the HEK 293T ceils (obtained from Dr. E. Cohen,

Université de Montréal, Canada), the murine fibroblast celi une DAP (ATCC CRL-1949)

and the DR1 Ml fibrobÏast line (4N5) (8$) (a kind gift ofDr E. Long, National Institutes

of Health, Bethesda, MD) were cuÏtured in DMEM.

Murine T celi hybridomas were grown DMEM containing 10% FBS and 4iM 2-ME

(Kmlsl3.11 (mVf36) (89), 11B3 (mVf3l and mVf3$) (90)). KR3 (mVf3$.1) (91) and

V135#I 1 (mVf35) (6$) were grown in RPMI 1640.

Stable Raji transfectants were obtained by eletroporation as previously described (92).

Briefly, i0 Raji celis in 500.il of RPMI 1640 containing 20% FBS and 15tg ofplasmid
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DNA were electroporated using the BIO-RAD gene pulser’TM (Biorad, CA). After 24 hours

at 37°C, ceils were grown for 3 weeks under selection using 0.2tg/rnL puromycin. Clones

were obtained by lirniting dilutions in 96 well plates.

DAP cells were serially transfected with HLA-DR1 and vSAg7 to give rise to DAP DR1

vSAg7 clone 3A5 as described (74). These ceils were transfected with SRŒ p33cyto-MTV7

or p35cyto-MTV7 plasmids using Fugene 6. 4N5 were super-transfected using the calcium

phosphate method as previously described (74,93).

HeLa DR1 cells were kept under selection for DR1 expression by adding 500 jig/mL of

Geneticin (G41$-sulfate) (Invitrogen, Canada). They were stably transfected with $Ra

MTV7 using Fugene6 (Roche Diagnostics, Canada) to obtain the HeLa DR1 vSAg7. Cells

were then transfected with pBud DM and/or with pREP4 1ip35. Selection was applied 48h

post transfection (puromycin 0,2 ig/mL; Zeocin 160 tg/mL; hygrornycin 55tg/mL). HeLa

CIITA cells (94) were transfected with SRŒ MTV7 to obtain the HeLa CillA vSAg7 cells.

HeLa DR-LL celis (HeLa DRŒTM+DR!DOf3cyto (77)) were supertransfected with SRa

MTV7 with or without pREP4 1ip35 as described above, in order to get HeLa DR-LL

vSAg7 and HeLa DR-LL vSAg7 Ii ceils. For transient expression, HEK 293T ceils were

transfected with the calcium phosphate precipitation method using lOj.ig of SRŒ p33cyto-

MTV7 or p35cyto-MTV7 plasmids. Ceils were analyzed 4$h post-transfection.

Western blots

Total lysates were prepared by sonication of i0 celis in lmL of lysis solution

(2OinIVI tris HC1 pH7.0, 150 mM NaC1). After sonication, Triton X-100 was added to a final

concentration of 1% as described previously (76). The lysate equivalent of 250x103 cells

was loaded onto 10% SDS-PAGE. Proteins were transferred to Hybond ECL Nitrocellulose

membranes (Amersham Pharmacia Biotech, U.K.) and incubated with prirnaly antibodies

in PBS containing 5% (w/v) skimmed dry miDi and 0.1% Tween 20. Primary antibody was
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probed with HRP-conjugated secondary antibody (BIO/CAN Scientific, Mississauga,

Canada) and revealed by enhanced cherni-luminescence ECL (Amersharn Biosciences).

Northern blot analysis

Total RNA was isolated using Trizol (Gibco BRL, NY, USA) and analyzed as

described previously (65,95). The entire cDNA for vSAg7 was purified and labelled with

ŒP32 using the Ready-to-Go labelling kit (Pharmacia Biotech, NJ, USA). The control

GAPDH cDNA was kindly provided by Dr. Pierre Beihumeur (University of Montreal,

Canada).

Flow cytometry analysis and fluorescence microscopy

Ceils were washed in PBS and incubated with primary antibodies in complete ceil

culture medium or PBS. After 30 min. at 4°C, celis were washed twice in PBS and

incubated for another 30 min. at 4°C with Alexa 488-conjugated goat anti-mouse IgG

(Cedarlane, Canada) in PBS. Celis were washed twice and analyzed by flow cytometry on a

FACSCalibur® (Becton Dickinson, CA). Intracellular staining for HLA-DM and Ii was

carried out on ceils fixed in 4% paraformaldehyde and permeabilized with saponin (76,77)

using MaP.DM1 or BU45 mAbs and the goat anti-mouse IgG.

T ceil stimulation assays

vSAg7-expressing APCs were co-cultured at different ratios with 5x104 T celi

hybridomas. IL-2 production was determined by the ability of the co-culture supematant to

sustain the proliferation of the IL-2 dependent T-cell line CTLL-2 (ATCC TIB-2 14) as

measured by 3H-thyrnidine incorporation (68). For indirect presentation, expressing celis

(donors) were co-cultured with BJAB or CH12 ceils (acceptors) and responder T-cell

hybridomas at ratios of 1:1:1.
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IfNy treatment

About 2 x 106 HeLa DR1 vSAg7 ceils were cultured in media supplemented with

different concentrations of recombinant human IFN-y (0.5-5 ng/mL) (Pharmingen, Canada)

for 5 days before the T-cell stimulation assays.
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3.5 RESULTS

HLA-DR1 expression by human epithetial celis does flot support vSAg presentation

Transfected mouse fibroblats expressing HLA-DR molecules are capable of vSAg

presentation (95). Moreover, the responsive human Vf3 repertoire was similar to the one

described in the mouse (74). In the process of characterizing the molecular interactions

between DR and SAgs, we generated vSAg7 populations of DRÏ-transfected HeLa celis

(HeLa DR1 vSAg7). To our surprise, these transfectants could flot present the vSAg7 to the

murine T celi hybridomas Kmls 13.11 (mVJ3 6) and KR3 (mVf3 8) (Fig.1A). The negative

resuit obtained with HeLa was unexpected as expression of the exact same class II c43

cDNAs in DAP celis triggered a strong T ceil response. We used tlwee different

APC:hybridoma ratios and control DAP DR1 vSAg7 celis were effective at all

concentrations.

We addressed the possibility that the MIV vSAg expression or activity was much

reduced in human cells as compared to mouse ceils. Since the vSAg7-specific VS7 mAb

staining was negative on both populations when analyzed by flow cytornetry (data not

shown), we capitalized on the ability of vSAg-producing celis to transfer the activity to

vSAg-negative APCs (65,66). Figure lB shows that in the presence of vSAg7-negative

CHY2 murine B cells, HeLa DRI MTV7 celis can trigger a T stimulation as efficient as

DAP DRÏ vSAg7 cells. Although the exact rnechanism remains to be characterized, such

indirect presentation is likely the result of a successful paracrine transfer (64-66) and

strongly suggests that flot only do HeLa ceils express the vSAg, it is also processed

adequately.

We extended our initial observation to v$Ag9 produced by MMTV9 (96). New

independent transfections were obtained for both vSAg7 and vSAg9 and clones were
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picked. As compared to DR DAP ceils expressing vSAG7 or 9, none of the vSAg HeLa

clones could stirnulate the specific hybridomas (Fig. YC) while ail triggered an efficient

response in the indirect co-culture assay (data flot shown). These resuits confinu that HeLa

DR1 celis cannot present v$Ags.

b mie out that this lack of presentation was due to the epithelial nature of HeLa

ceiis and to determine if this phenomenon could be observed in other celi types, we used

the DR1 Ml fibroblasts called 4N5 (88). Figure 1C (ieft panel) shows that 4N5 celis stably

transfected with vSAG7 were unable to stimulate the KmIs 13.11 T ceil hybridoma.

A trivial explanation for the defect observed with HeLa would be that these ceils do

flot express sufficient levels of class II molecules (97). However, surface stainings with the

pan-DR L-243 rnAb showed that both DAP and HeLa ceils express significant and

comparable levels of class II molecules (Fig. 1D). In addition, an independent vSAg DAP

ceil population expressing much lower levels of class II molecules triggers an efficient

response from those T cell hybridomas (data flot shown). Interestingly, although the DR

expression is quantitatively veiy similar, the 2.06 mAb staining is much stronger on DAP

celis (Fig. 1D). The 2.06 mAb binds to the Ç3 chain of ail human class II isotypes but would

flot recognize class II superdimers (98). The significance of this result is not clear but it

further supports the notion that class II molecules are qualitatively somewhat different

between various celi unes (6,46,89).

The presentation of vSAgs was suggested to be dependent on a diverse repertoire of

class Il-bound peptides (99). Since a fraction of the class II molecules in HeLa and DAP

ceils are bound with large polypeptides in the absence of Ii, we verified if HeLa celis

express some SDS-stable compact heterodimers containing short peptides and migrating at

55 KDa on immunoblots (10,46,100). Figure 2A shows that non-boiled lysates prepared

from both HeLa DR1 and DAP DR1 celis contain stable dirners recognized by the DRI3-

specific XD5 mAb. Although such analysis does flot give insights on the diversity of the
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peptide bound to DR, it rules out the absence of compact forms as a possible explanation

for the behaviour of HeLa cells. Importantiy, DAP, HeLa and Ml cells transfected with

DR1 are ail very efficient in stimuiating the V3$ 11B3 murine T ceil hybridoma in the

presence ofthe bSAg SEB, ruling out a general antigen presentation defect (Fig. 2B).

IFN-y rescues endogenous vSAg presentation by HeLa ceils.

The abiiity to present MIV SAgs is certainiy flot restricted to the mouse system as

class II positive monkey (COS) and hamster (CR0) ceils have been successfully used in the

past (62,66). Thus, we specffically addressed the role of the class II Ag processing

machinery in vSAg presentation. The ciass II pathway is constitutiveiy active only in

professional APCs but is strongly inducible in neariy ail cells by IFN-y. This pleiotropic

cytokine affects ail aspects of antigen processing and presentation as it reguiates the

expression of more than 200 genes (101). We treated the inept HeLa DR1 vSAg7 cells for 5

days with IFN-y and anaiyzed ciass II expression by flow cytometry (Fig. 3A). High ievels

of endogenous HLA-DM and -DQ were observed whiie HLA-DR was ciearly up-reguiated

due to expression of the homozygous endogenous HLADRB* 0102 genes (102). These

ceiis were capable of endogenous vSAg7 presentation to Kmis 13.11 and KR3 T ceii

hybridomas (Fig. 3B and data flot shown). This increased presentation could be caused by

up-reguiation of criticai molecules involved either in the class II maturation or in the

processing of the vSAg. Aithough the latter possibiiity cannot be forrnaliy excluded, it does

flot concur with the fact that HeLa DR1 vSAg7 ceils do flot need this cytokine to produce

functionai vSAg7 and that IFN-y did not increase presentation in the presence of BJAB

(Fig. 3C).

Transfection of CIITA allows vSAg presentation by HeLa celis

As a first step in deciphering the mechanism of IFN-y action and Imowing that in its

iife cycle the MMIV primariiy infects B lymphocytes, we tested the endogenous
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presentation via the human Raji B celi une (54,103,104). These celis express ail of the class

II processing machinery under the control of the class II transactivator CillA. The

expression of this essential co-activator is constitutive in professional APCs and is induced

by IFN-y in almost ail other ceils (105). The vSAg7-encoding construct was electroporated

in Raji ceils and total mRNA from the stably transfected clone 2H8 was analyzed for SAg

expression. figure 4A shows that overali, the B cell transfectant expresses much less

vSAg7-specific rnRNA than do the HeLa DR1 celis. However, functional assays showed

that Raji ceils are ftilly capable ofpresenting the vSAg7 to the two T ccli hybridomas (Fig.

4B). vSAg surface expression was detected on Raji 2H8 by flow cytometry using the VS7

mAb (Fig. 4C). We were unable to detect vSAg7 expression on HeLa ceils. However, other

potent cell lines present vSAg7 but do flot stain with the V$7 mAb (sec below), suggesting

that many factors contribute to the display of the epitope. Taken together, these results

suggest that besides class II moiecules, expression of additional genes under the control of

CIITA is required for vSAg presentation.

To narrow down on the molecules capable of restoring efficient presentation, we

super-transfected CIITA into vSAg7-expressing HeLa celis. These cells became fuliy apt at

presenting the endogenous vSAg to Krnls 13.11 (Fig 4D). To relate to our HLA-DR

transfectants and given the fact that CIITA up-regulates expression of ail classical class II

isotypes (Fig.3A), it became important to assess the relative importance of DR for the

presentation of vSAg7 by HeLa CillA cells. The anti-DR mAb L-243 almost completely

inhibited T ccli activation in a dose dependent manner (Fig. 4E). DP- and DQ-specific

mAbs did flot affect the level of stimulation, confirming that the isotypes do not efficiently

present vSAgs ((95) and data not shown).Taken together, these results suggest the direct

implication of the MHC class II Ag processing machinery in vSAg presentation.



109

Co-expression of Ii and HLA-DM is sufficient to restore vSAg presentation by HeLa
+DR1 celis

CIITA was shown to affect the expression of a large panel of genes implicated in

diverse functions such as cell migration, differentiation and proliferation (106). Although

many different rnechanisms could potentially contribute to the CIITA-mediated enhanced

vSAg presentation, we focused our efforts on the role of the intracellular class II

chaperones. HLA-DM and Ii are strongly up-regulated by CIITA and play a crucial role in

the trafficking of class II molecules and in the selection of their peptide repertoire. First, we

stably transfected DM into HeLa DRÏ vSAg7 (HeLa DR1 DM vSAg7). Even though

vSAg7 transfer to BJAB remained high, this new population could flot directly activate the

two T ceil hybridomas (Fig. 5A,B). Similar results were obtained using cells transfected

with Ii and sorted for high levels of CLIP surface expression (HeLa DR1 Ii v$Ag7) (Fig.

5C). However, when Ii and DM were co-transfected (HeLa DR1 Ii DM vSAg7), the

stimulation increased drarnatically and this for both T celi hybridomas used (Fig. 5A). An

efficient stimulation was also observed using independent transfections where vSAg7 and

DM were co-transfected into HeLa DR1 Ii celis (data flot shown). Altogether, these results

strongly point to a role of class II-bound peptides in vSAgs presentation.

An ectopic endosomal sorting motif in the tau ofDRf3 rescues vSAg presentation

In light of the functional role of HLA-DM, we hypothesized that class II molecules

must travel to the endocytic compartments to acquire the capacity to present vSAgs. Sorting

of class II to endosomes is assured by Ii, which bears two leucine-based motifs in its

cytoplasmic tail (15,107). We reasoned that the need for Ii could be bypassed by

introducing such a signal in the tau of HLA-DR. To achieve this, we replaced the

cytoplasmic tail of DRE3 by the one of HLA-D0f3. This chimeric molecule (DR1-LL)

contains a ftinctional di-leucine motif which results in accumulation flot only at the plasma

membrane, but also in Larnp-1 intracellular compartments (77). However, the HeLa DR1-
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LL vSAg7 ceils did flot stimulate T ceil hybridomas despite the efficient transfer of the

activity to a B cell une (fig. 6). InterestingÏy, co-expression of Ii in these celis allowed the

efficient direct presentation of vSAg7. These celis express class II levels similar to their

non-stimulating counterpart (Fig. 6A). Also, the celi surface staining with CerCLIP. 1

demonstrates that they express copious arnounts of CLIP-class II complexes. These resuits

confirm that class II molecules must travel to late endocytic compartments before acquiring

the ability to present vSAgs.

Sorting vSAg7 to the endocytïc pathway abrogates its activity

Given the importance of targeting the class II molecules to the endocytic pathway,

we investigated the possibility of increasing the efficiency of presentation by sorting the

vSAg7 to endosomes. Just like Ii, the endogenous MMTV superantigens are type II

transmembrane proteins (59). Thus, we swapped the cytoplasmic tau ofvSAg for the one of

1ip33 or p35 and tested the capacity of these chimeric molecules to activate T celis. for

these experiments, we used DAP celis which are fully competent for both presentation and

transfer of vSAgs. Surprisingly, the stably transfected p33 cyto-vSAg7 and p35 cyto

vSAg7 chimeric molecules could not stimulate T ceils, even when co-cultured in the

presence ofBJAB (Figure 7A). Using the li-specific Pin.1 mAb on immunoblots, we found

that the chimeric molecules migrated at the expected molecular weight of about 45 KDa

and no degradation products were detected (fig. 7B and data flot shown). The chimeric

molecules were almost undetectable by flow cytometry and fluorescence microscopy,

suggesting that the vSAg portion imparts instability to the constructs (data flot shown).

To circumvent the problem of low protein expression, we turned to transient

overexpression in human HEK 293T celis. Two days after transfection in the absence of

class II molecules, cells were split and tested either in a functional transfer assay (data flot

shown) or analyzed by fluorescence rnicroscopy and flow cytometiy (fig. 7C,D). As
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opposed to wild-type vSAg7, the chimeric molecules were flot transferred from 293T celis

to BJAB. Pin. 1 staining showed that the chirneric p33 cyto-vSAg7 molecule was expressed

and transported to punctate vesicles scattered in the cytoplasrn. Importantly, to demonstrate

the specificity of this distribution, we tested a similar construct between 1ip35 and vSAg7

(p35 cyto-vSAg7). As expected from the fact that this Ii isoform is retained in the ER in the

absence of DR (108), the staining was diffuse and did flot show any defined vesicles (Fig.

7C). Altogether, these resuits suggest that the small amount of vSAg destined to T ccli

stimulation must flot be sorted to the endocytic pathway, even in the presence of class II

molecules.
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3.6 DISCUSSION

Structure-function aspects of SAgs have been mostly studied in the past using MHC

class II transfected ceils. for example, by analogy to the hierarchy described for the H-2

gene products, murine DAP cells have been used to dernonstrate isotypic variations in the

capacity ofhuman class II molecules to present vSAgs (95). These ceils do flot express Ii or

DM but stili present vSAgs very efficiently when transfected with HLA-DR. However, the

situation tumed out to be very different when we tried to use a series of HeLa ceil

transfectants for the study of the vSAg binding site on those exact same class II molecules.

In such conditions, we found that the human epithelial ceil une is incapable of presenting

endogenous vSAgs. It has been reported that MMIV preferentially infects immature DCs

as well as B celis and that both APCs lead to Vf3-specific T-cell activation (109).

Accordingly, when the prototypic human B celI une Raji was tested for endogenous vSAg7

presentation, efficient T cell stimulation was measured. We identified CillA as being

responsible for activating the class II processing pathway and for the efficient vSAg

presentation. This effect was mainly due to the up-regulation of HLA-DM and Ii. From our

results, we cannot rule out additional CIITA-mediated effects on the processing or sorting

of vSAgs as this transactivator was shown to modulate the expression of more than 50

genes in B ceils (110). However, given the fact that all other CIITA-negative vSAg HeLa

transfectants very efficiently transferred the activity, this hypothesis is unlikely. Comparing

the ability of primary B celis from CIITA versus CIITA class II — mice to transfer v$Ag

might shed light into this issue.

The presentation efficiency of HeLa CIITA and Raji most certainly relies in part in

their very high levels of surface class II as compared to the DRJDM/Ii transfectants. Also,

the relative expression of class II, Ii and DM is most probably optimal under CIITA control

as cornpared to the situation in HeLa cells where transfected molecules are transcribed from

a variety of promoters and by different vectors integrated randomly at various copy

numbers.
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Our resuits clearly showed that expression of DM and Ii was sufficient to rescue

vSAg presentation in HeLa DR1 celis. This finding is reminiscent of the important

peptide/class II conformation for the binding of bacteriai SAgs (44). For example, TSST-l

binding to class II is greatly augmented by the transfection of Ii and DM in DR 12 ceils

(41,46). Indeed, the group of Woodland demonstrated unarnbiguously that TSST-l binding

is affected by the class Il-bound peptides (42,43). Interestingly, it was recently shown that

the presentation of both vSAgs and TSST-1 is diminished in mice deficient for DM or Ii,

suggesting that a diverse class II peptide repertoire is needed for these SAgs to bind APCs

(71). At first glance, our resuks are in une with these in vivo studies. At the surface of

chaperone-negative HeLa DR celis, the class II molecules are loaded with large ER

polypeptides which could interfere with binding of vSAgs (46). However, polypeptides are

also found in class II molecules expressed at the surface of DAP ceils (10). Stiil, in both

ccli unes, there are clearly some SDS-stable compact forms migrating at 55 Kda, which

most certainly correspond to class II molecules loaded with some relatively short peptides

(Fig. 2). Celi-type differences may explain the fact that mouse celis display some

permissive peptide(s) or polypeptide(s) allowing vSAg presentation. Mass spectrometry

analyses will give dues as to the degree ofheterogeneity ofthese class II ligands.

The need for a diverse peptide repertoire could explain why do-expression of Ii,

which dispiaces large polypeptides found in the ER, did not restore vSAg presentation in

DR+ HeLa ceils. As for DM KO mice, this configuration resuits in the display of class II

molecules bound almost exclusively with the CLIP peptide. Introducing DM in these celis

couid restore presentation through CLIP dispiacement and the binding of vSAg-perrnissive

peptides. However, the group of Huber reported that DM-negative B celis expressing

copious amounts of DR3-CLIP complexes are stili capable of presenting endogenous

vSAgs (72). Also, the surprising finding reported here that a di-leucine motif in the tau of

DR couid restore presentation warrants evaluating alternative explanations to the need for
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dispiacing CLIP. Indeed, the rnajority if flot the totality of class II molecules on the HeLa

DR1-LL Ii celis are loaded with the CLIP peptide and present vSAgs. As both unes are

expressing DR-CLIP at their surface, what differentiates these complexes between HeLa

DR Ii and HeLa DR1-LL Ii celis? Possibly the isoform of CLIP found on HeLa DR Ii ceils

(or on APCs from DM KO mice) is flot permissive for vSAg binding. CLIP is usually

found as a nested set of peptides on class II molecules and N- or C-terminal extensions

outside the peptide binding groove have been shown to inhibit SEB binding to class II

molecules (111). HeLa ceils, which are devoid of cathepsin S (112), may generate a forrn of

CLIP incompatible with v$Ag binding. This may explain why replacing in Ii the core CLIP

sequence with a variety of defined DR-binding motifs did not restore vSAgs binding (data

flot shown). To allow presentation, non-permissive CLIPs must be either displaced by DM

or, in the context of the DRÏ-LL construct, be trirnmed to competent forms by lysosomal

exopeptidases. We have previously shown that this chimeric DR1-LL accumulates in large

quantities in endocytic vesicles containing markers of late endosomes (77). Despite a

prolonged stay in these vesicles, these molecules recycle as they are found in large amounts

at the cell surface. HPLC analysis of the peptides found in DR versus DR1-LL would help

resolve the issue of CLIP heterogeneity. Altematively to the trimming of CLIP, the

trafficking of DR1-LL through late vesicles might allow binding of some functionally

relevant peptides following long-standing exposure to acidic pH. Such a rnechanism could

explain the indispensable need for Ii, which will incorporate in DR the more easily

exchangeable CLIP peptide. In this context, it will be interesting to test the presentation of

vSAg by HeLa cells expressing Ii and an allele such as DR4 which releases CLIP

spontaneously (113). If DR1-LL could also bypass the need for DM in the presentation of

DM-dependent nominal antigens remains to be tested.

Although its influence seems clear in many experimental systems, it is still possible

that DM plays a role beyond its peptide editing activity. Looking at bacterial superantigen,

antibody or T celi receptor recognition of class II molecules, recent evidences strongly

suggest that DM might directly influence the structure of class II molecules (34-36).
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However, the mechanism underiying this new DM attribute remains unknown. In the case

of vSAg presentation by HeLa celis, a contact-induced, peptide-independent role of DM on

the structure of DR would be difficuit to reconcile with the fact that a LL motif on DR

compensates for the absence of the non-classicai class II chaperone. Also, the celi-type

dependency for DM is intriguing. If one considers a role for DM on the structure of class II

moiecules, then what could be compensating for DM and Ii in DAP, COS and CHO celis,

which ail stimulate T celis upon transfection of vSAgs and DR? The most iikely

explanation is that in these permissive ceils, HLA-DR could undergo a conformation

modification mediated by some enzymes, tetraspans, chaperones or severe pH conditions.

For example, as opposed to HeLa celis, murine ceils ailow ciass II molecules to accumuiate

in the endocytic pathway in the absence of Ii (20). In non-permissive cells, DM couid affect

the sorting of DR by dragging some molecules to the highly acidic lysosomes before their

dissociation. Nevertheless, our observations describe the essential role of the endocytic

pathway in the presentation of endogenous vSAgs. These resuits are in une with those of

Golovkina et al. (71) showing the importance ofpeptides in vSAg presentation and those of

Puiien’s group (70) showing that vSAgs interact with mature ciass II molecuies and only at

the celi surface.

On the other hand, our resuits contrast with those of Huber and coilaborators

describing a DM-independent vSAg presentation pathway. The straightforward model that

they proposed suggests that vSAgs bare an essential and specific motif that interacts with

newiy formed class II heterodimers in a CLIP-iike manner (72). We cannot formaiiy mie

out that DR and v$Ags associate in the ER of HeLa celis in the absence of Ii and DM but

these complexes are non-functionai. Also, vSAg molecuies foliowing DR (especiauly DR

LL) to endosomes would most probably be degraded as previously suggested (70). Indeed,

replacing the cytoplasmic tau of vSAg for the one of 1ip33 compietely abolished the ability

ofthe vSAg to stimulate T celis in direct or transfer assays (Fig. 7). This iast resuit suggests

that if v$Ags gain access to the endocytic pathway, their passage must be swift and

probabiy not compatible with their intercalation in a putative class II-Ii-MTV nonamer. In
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furin-negative ceils, it was proposed that alternative cleavage by cathepsins could generate

an active form of vSAg (62,63). HEK 293T cells are ftirin-negative and the efficient

transfer of vSAg is in accordance with the existence of alternative cleavage sites. However,

the fact that a soluble fragment is flot released from celis expressing the chimeric Ii-vSAg

suggests that the cleavage does not occur in endosomes. Alternatively, the transferred C

terminal part of the open reading frame product may need to remain associated to the N-

terminal part of the vSAg and be re-expressed at the surface, a step that is precluded by the

endosomal retention motif in our chimera. Finally, the binding of vSAg in an li-like fashion

would imply a direct competition between the two molecules for class II binding. However,

DAP ceils expressing high levels of IiA2O (which lacks endosomal sorting motifs and stays

associated with DR from the ER to the celi surface) stimulate T ceils as efficiently as their

li-negative counterpart (Thibodeau and Sékaly, unpublished resuits). In conclusion, our

results support a model in which vSAgs travel on their own to the plasma membrane where

they encounter mature class II molecules. Binding and presentation of the vSAg depend on

the nature of the stably-bound class II peptides, which are acquired in various

compartments and which may be homogeneous under certain experimental conditions.
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3.10 FIGURES

Figure 1. DR HeLa celis do flot present vSAgs

(A) Endogenous presentation of vSAg7 by DR1 HeLa and DAP ceils to responsive

mouse T celi hybridornas Kmlsl3.11 or KR3. Different APC:hybridoma ratios were

tested. (B) Assessment of vSAg7 expression by transfer of the activity from HeLa and DAP

ceils to vSAg BJAB B ceils. BJAB ceils were co-cultured for 16-20h with the different

vSAg-expressing ceil unes in the presence of }ÇJ3 (C) Endogenous presentation of

vSAg7 or vSAg9 by DR human (HeLa and 4N5) or murine (DAP) ccli unes or clones to

Kmlsl3.l 1 or V135#1 1 hybridomas. (D) Flow cytometry analysis of HLA-DRY Ïevels of

expression on the surface of HeLa and DAP stained with L-243 mAb (light gray) or 2.06

mAbs (black). The mean fluorescence value is indicated. The error bars indicate the

standard deviation obtained for each condition performed in tripiicate.
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figure 2. Compact SDS-resistant DR molecules on transfected HeLa ceils.

(A) Boiled (B) and non-boiled (NB) celi lysates were separated by SDS-PAGE and

analyzed by immunoblotting using XD5 mAb. (B) Dose-response stimulation of 1133

murine T celi hybridoma by the bSAg SEB presented on DAP DR1 (+), HeLa DR1 (1)

and 4N5(i) ceils.
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Figure 3. INF-’y restores presentation of vSAg7 by HeLa celis.

(A) Flow cytometry analysis of HeLa DR1 vSAg7 celis treated (solid black une) or

flot (fihled curve) with 2.5 ng/mL of recombinant human IfN-y for 5 days and stained for

surface expression ofDR (L-243) and DQ (1a3). Celis were permeabilized and stained for

DM (Map.DM1). (B) HeLa DR1 vSAg7 ceils were treated with IFN-y for 5 days and tested

for their capacity to stirnulate the Kmls 13.11 T ccli hybridoma at different APC : responder

T ccli ratios as indicated. (C) Effect of IFN-y on vSAg7 transfer from HeLa DR1 vSAg7 to

BJAB. IL-2 production by the Kmlsl3.11 hybridoma was measured after transfer ofvSAg7

with or without (w/o) BJAB.
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Figure 4. Raji celis present vSAgs

(A) Relative vSAg7-specific mRNA expression was measured on Northem blots.

Raji SRŒ represent mock-transfected ceils. The constitutive gapdh transcription is shown

as control of mRNA loading. (B). Endogenous presentation of transfected vSAg7 to T ceil

hybridomas Kmls 13.11 and KR3 to different APC Responder T ccli hybridoma ratios as

indicated. (C) Flow cytometry analysis of vSAg7 celi surface expression on Raji and HeLa

celis using the VS7 mAb. Background fluorescence (fiÏled curve) is obtained by staining

Raji SRŒ and HeLa celis with VS7 mAb. The staining of vSAgT’ ceils is shown in black

solid une. (D) IL-2 production by Kmls 13.11 T ccli hybridoma in response to HeLa CIITA

ceils transfected (CIITA vSAg7) or flot (CIITA) with vSAg7 for various APC : T cdl

hybridoma ratios. Stimulation with the negative control DR1 vSAg7 is also shown. (f)

Dose-dependent inhibition by L-243 of the T ceil stimulation by vSAg7-transfected HeLa

CillA.
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Figure 5. Co-expression ofDM and Ii rescues vSAg7 presentation by HeLa DR1 ceils.

(A) Endogenous presentation of vSAg7 by DR1 HeLa and DAP ceils to responsive

mouse T ceil hybridomas Kmlsl3.1 1 or KR3 for various APC : T ceil hybridoma ratios.

(B) Assessment of vSAg7 expression by transfer of the activity to BJAB ceils were co

cultured for 16-20h with the different v$Ag-expressing celi unes in the presence of KR3

(C) The expression of HLA-DR (L-243) and CLIP (CerCLIP.1) at the ce!! surface was

analyzed by flow cytometry. For HLA-DM (Map.DM1) and Ii (BU45) stainings, ceils were

first fixed and permeabilized.
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figure 6. An ectopic endosomal sorting motif in the DRf3 tau allows vSAg

presentation.

(A) Flow cytometry analysis of CLIP (CerCLIP. 1) and HLA-DR (L-243) expression

at the surface of HeLa transfectants. (B) Endogenous presentation of vSAg7 by various

ratios of HeLa celis to responsive mouse T ce!! hybridomas Kmls 13.11. (C) Assessment of

vSAg7 expression by transfer of the activity to BJAB B celis co-cultured for 16-20h with

the different vSAg-expressing ce!! !ines in the presence ofKR3.
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Figure 7. Sorting vSAg7 to endosomes destroys its activity.

(A) Direct (endogenous) and indirect (transfer) presentation of chimeric p33cyto-

vSAg7 and p35cyto-vSAg7 molecules by transfected DAP DR1 ceils. (B) Immunoblot

analysis using Pin. 1 mAb of ceÏls shown in panel A. vSAg-negative DAP DR1 celis were

used as control. (C) HEK 293T celis were transiently transfected with p33cyto-vSAg7 or

p35cyto-vSAg7 chimeric molecules. Celis were permeabilized, stained with Pin.1 and

analyzed by fluorescence microscopy. White arrows indicate the presence of large vesicles

in the cytoplasm. (D) Mock or transfected HEK 293T celis were permeabilized and stained

using the Pin. 1 Ab specific for the cytoplasmic tau of ah Ii isofroms.
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4.1 RÉSUMÉ

Les superantigènes (SAgs) forment un groupe de petites proteines à propriétés

mitogènes pour les lymphocytes T en présence de cellules présentatrices d’antigènes. Ils

interagissent avec les molécules de CMH de classe ii à l’extérieur de leur niche peptidique

et forment un complexe tri-moléculaire en se liant à la partie Vf3 du TeR opposé. Les rôles

de la chaîne invariante et de HLA-DM dans la présentation des SAgs par les molécules de

CMH II ont déjà été décrits. L’effet de ces chaperonnes incombe, au moins partiellement,

de leur impact sur la sélection du répertoire peptidique dans la niche des CMH II. La

fonction de DM est régulée par une autre molécule, HLA-DO. Il a été démontré que la

transfection de H2-O, l’homologue murin de HLA-DO, affecte dramatiquement la liaison

et la présentation des SAgs bactériens par les molécules de CMH II murines. Cependant,

HLA-DO et H2-O semblent avoir des effets différents sur la voie de présentation par les

CMH II, comme l’incapacité d’augmenter les niveaux de CLIP par H2-O. Pour investiguer

l’effet de HLA-DO sur la présentation des SAgs, nous avons comparés les lignées B 72 1.45

et sa dérivée DO - déficiente 72 1.61. Nos résultats montrent que la liaison de SEA, SEB et

TSST- 1 n’est pas affectée par HLA-DO. Des résultats similaires ont été obtenus en utilisant

les HeLa CIITA+ surexprimant ou non HLA-DO. De plus, en présence de bSAgs, les

splénocytes de souris H2-O’ prolifèrent à des niveaux semblables à ceux des souris

contrôles. Finalement, la surexpression de HLA-DO par les cellules HeLa CIITA+

n’affecte pas la présentation du SAg mtv7 stablement transfecté. Ainsi, le rôle bien établi

de DM dans fa liaison et la présentation des $Ag par les molécules de CMH II, n’est pas

affecté par la présence de DO. Ces résultats suggèrent que l’effet de DM joue un rôle plus

élaboré qu’une simple modification du répertoire peptidique présenté par les molécules de

classe II.
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4.2 ABSTRACT

Superantigens (SAgs) are a group of small proteins displaying T-ceil stimulatory

properties in the presence of antigen-presenting celis. They bind MHC class II molecules

outside the peptide binding groove and form a tri-molecular complex through their

interaction with the Vf3 part of the responsive TeR. The role of invariant chain and HLA

DM on the capacity of classicai class II molecules to bind superantigens has been weii

documented. The effect of these chaperones would resuit, at ieast partly, from their impact

on the selection of the peptide repertoire in the groove. The function of DM is regulated by

another chaperone caiied HLA-DO. The mouse homologue, H2-O, was shown upon

transfection to dramaticaliy affect the binding and presentation of bacteriai SAgs by mouse

class II moiecules. However, DO and H2-O seem to have very different effects on the class

II presentation pathway as, for example, the latter does flot increase CLIP levels. To

investigate the effect of HLA-DO on the presentation of SAgs, we used the B celi une

721.45 and its D0r3-deficient derivative, 721.61. Our results showed that the binding of

SEA, SEB and TSST-1 was not affected by HLA-DO. Similar resuits were obtained using

HeLa CIITA+ celis overexpressing or flot HLA-DO. Interestingly, we found that H2-O-

proficient and -deficient splenocytes proliferate to the same extent in the presence of

bSAgs. finally, overexpression of HLA-DO in HeLa CIITA+ cells did flot affect the

presentation of the stabiy transfected mtv7 SAg. Thus, the established foie of DM on the

capacity of class II molecules to bind superantigens is unimpaired by the presence of DO.

These resuits suggest that the effect of DM may be more profound than a trivial

modification ofthe class Il-bound peptide repertoire.
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4.3 INTRODUCTION

Superantigens (SAgs) are small bacterial (bSAgs) or viral (vSAgs) proteins that bind

MHC class II molecules outside the peptide-binding groove and activate up to 20% ofthe T

ceil repertoire in a Vf3-specific manner (1,2). This resuits in secretion of high levels of

cytokines and leads to either anergy or deletion of those activated T ceils (3-8). The best

characterized SAgs are those secreted by Staphyloccocus aureus as well as the product of

the 3’ ORF ofthe mouse mammaiy tumor viruses (MMTV).

Bacterial SAgs are soluble toxins secreted from a number of organisms such as

Staphylococcus aureus and Mycoplasma arthritidis (2,9). A dozen bSAgs have been

crystallized so far and all show very similar tertiary structures. However, various mode of

interaction with MHC class II molecules have been reported (sec (10-12)). Through their

N-terminal domain, some bSAgs such as SEB and TSST-l bind the ci. chain ofthe MHC II

(13-15). Others (SEH, SPE-C, SPE-G - J and SMEZ) engage with high affinity the histidine

81 of the f3 chain with the help of a Zinc ion while some (SEA, SED, SEE and MAM)

engage both class II chains and possibly crosslink the receptor (11,16-18).

MMTV encodes a superantigen in its 3’ long terminal repeat (LTR) by which it

exploits the immune system for its successful transmission (for a review see (19,20)). It is

required for viral infectivity and virus spread (2 1-23). Also, integrated proviruses in the

mouse genome express vSAgs, leading to the deletion of reactive T celis in the thymus

(24). The biochemical characterization of the MMTV vSAgs has been cumbersome and

their crystal structure lias yet to be determined. They are type II membrane glycoproteins

which most likely associate in a furin-processed form with mature, peptide-loaded MHC

class II molecules at the plasma membrane ofAPCs (25,26).

SAgs have long been implicated in various diseases such as toxic shock, as well as

in autoimmune conditions (27). They also proved to be useful tools for the appreciation of
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the peptide-driven structural heterogeneity of HLA-DR molecules (13,28). It has been

demonstrated that the class Il-bound peptide modulates the affinity of SEA and TSST-l,

but flot SEB, for MHC class II molecules (12,29-3 1). As for bSAgs, it has been suggested

that vSAgs presentation is sensitive to the MHC class II peptide repertoire (25,32).

Accordingly, molecules implicated in the class II antigen processing pathway have been

shown to modulate the binding of some SAgs. Invariant chain increases the binding of SEA

by competing with large polypeptides located in the ER while efficient binding of T$ST-l

and MAM requires HLA-DM to remove the non-permissive CLIP peptide from the groove.

(28,33,34). Interestingly, it was proposed that DM affects SAg binding flot only through its

catalytic activity on CLIP release but also because of a possible direct ability to affect the

fine conformation of class II molecules (25,35).

In most APCs, most notably in B cells, a third accessory molecule to the MHC class

II loading machineiy can be found (36,37). HLA-DO is a non-classical class II molecule

showing veiy few polymorphisms (3$). Although its physiological role remains to be

firmly established, HLA-DO clearly regulates the activity of HLA-DM (39-42). The DO

DM complex forms in the ER and the complex traffics to the endocytic pathway through a

route that remains to be characterized (43). Transfection of HLA-DO in CIITA+ celis

resulted in the accumulation of class II-CLIP complexes at the cdl surface, showing that

DM was inhibited in these conditions (39,41). Subsequent in vitro studies showed that the

activity of DO is pH-dependent, suggesting that it inhibits DM in early endocytic

compartments but not in lysosomes (40,43,44). The mouse 112-O molecule has not been

extensively characterized and inactivation or overexpression of 112-O in various genetic

backgrounds did not impact the display of celi surface CLIP (42,45). Interestingly, the

group of Ostrand-Rosenberg has showed that transfection of 112-O in class 11+ mouse SaI

sarcoma ceils inhibited the binding and presentation of SEA and SEB (46).

b fiirther investigate the role of HLA-DM in SAg presentation and to get insights

into the function of HLA-DO, we tested the binding and presentation of a panel of SAgs by
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human and mouse celïs expressing various levels of HLA-DO or H2-O. Our resuits

demonstrate that although DO modifies the peptide repertoire displayed by the MHC class

II molecules at the ceil surface, the MHC class II/SAg interactions are flot affected.
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4.4 MATERIAL AND METHODS

Antibodies and reagents

L243 (ATCC HB-55) mAb (IgG2a) binds a specific DRu conformational

determinant (47). BU-45 (IgG1) is a mAb specific to the C-terminal portion of the human Ii

(48). Pin.1 (IgGi), a kind gift from Dr P. Cresswell (Yale University), recognizes both Ii

p33 and 35 cytoplasmic tails (49). CerCLIP.1 (IgGi) is directed against the N-terminal

segment of CLIP bound to class II molecules (PharMingen, San Diego, CA). MaP.DM1

(IgGi) is directed against the luminal portion of HLA-DM (PharMingen International,

Oakville, Canada) (50). Mags.D05 (IgGi) recognizes a conformational determinant on

HLA-DO (51).

SEA, SEB, TSST-1 SAgs were from Toxin Technology (fL, USA). Biotinylated

SAgs (SEA-bio, SEB-bio and TSST-1-bio) were prepared using NEIS-biotine according to

the manufacturer’s protocol (Pierce; Rockford, IL). The final concentration was adjusted to

450 ng/uL in PBS. Recombinant MAM was produced as GST fusion proteins as described

previously (17), SEl and SED (52).

Ceils and mice

The human 3-celi une 721.61 (.61) is derived from the Epstein—Barr virus

transformed HLA-hemizygous B-cell une 721.45 (.45), (described (53)). .61, .45 and the

EBV-negative BJAB (54) were cultured in RPMI 1640 medium with 10% FBS (Gibco

BRL, USA) and 4!IM 2-ME. The human epithelial HeLa celis (ATCC CCL-2) were

cultured in DMEM completed with 10% FBS and 4!.iM 2-ME. 11B3 and 3DT 34.5.8

(mVJ3l and mVf3s) (55), KSEA 1.8/4.9.3 (mVI3l) (56) and K25-49.16 (mVf33) (56,57)

murine T ce!! hybridomas were grown DMEM containing 10% FBS and 4tM 2-ME. KR3

(mVJ38.1) (58), 11.40 (mVf3l 1) (59) and KOX 15-8.3 (mVf3l5) (56) were grown in
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complete RPMI 1640. Selection was applied 48h post transfection (puromycin 0,2 ig/mL;

Zeocin 160 jig/mL; hygromycin 55ig/rnL).

Mice with both H2-OA genes inactivated (H2-Oaj were a kind gift from Dr L.

Karisson (42). Splenocytes from these mice and from age-matched C57B1/6 mice were

cuitured in complete RPMI 1640 10% FBS

Plasmids and transfections

vSAg7 was expressed following transfection of SRŒ MTV7 encoding the resistance

gene to puromycin ta gift from Dr françois Denis, Institut Armand frappier, Lavai,

Québec). pBudDO encoding both the Œ and f3 chains of HLA-DO has been described

previousÏy (60). HeLa CIITA and HeLa CillA DO celis (60) were stably transfected using

Fugene6 (Roche Diagnostics, Canada) with SRŒ MTV7 to obtain the HeLa CIITA vSAg7

and HeLa CIITA DO vSAg7 celis.

flow cytometry analysis

Ceiis were washed in PBS and incubated with biotinylated bSAg (SAg-bio) in PBS

for 4 hours at 4°C. Stainings using antibodies were carried out for 30 minutes. Then celis

were washed in PBS and incubated in PBS for another 30 min. at 4°C, with Streptavidin-PE

for the SAgs-bio or Alexa 488-conjugated goat anti-mouse IgG (Cedarlane, Canada) for the

mAbs. Celis were washed twice and analyzed by ftow cytometiy on a fACSCaIibur®

(Becton Dickinson, CA). Intracellular staining for HLA-DO, HLA-DM and Ii were carried

out on celis fixed in 4% paraformaidehyde and permeabiiized with saponin (61,62) using

respectively, Mag.DO, MaP.DM1 or BU45 mAbs and the Alexa-488 coupied goat anti

mouse IgG.
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functional assays

For bSAg presentation assays, 6x104 APCs were co-cultured with 6x104 ceils ofthe

appropriate T ceil hybridoma in the presence of different concentrations of soluble bSAgs.

The vSAg7-expressing APCs were co-cultured at different ratios with 6x104 T cell

hybridomas (KR3+). IL-2 production was determined by the ability of the co-culture

supernatant to sustain the proliferation of the IL-2 dependent T-cell une CTLL-2 (ATCC

TIB-214) as measured by 3H-thymidine incorporation (63). Spienocytes were cultured for 5

days at 1 celis per well in presence of the different bSAgs at the appropriate

concentrations before adding the 3H-thymidine to measure the SAg induced T ceil

proliferation. For paracrine transfer of soluble vSAg, expressing ceils (donors) were co

cultured with BJAB or spienocytes (acceptors) together with responder T-cell hybridomas

at the indicated ratios.
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4.5 RESULTS

Effect of HLA-DO on bSAg binding

Two different cellular systems were used to analyze the effect of DO on the binding

of bSAgs to human classical class II molecules. First, we relied on the 72 1.45 B ceil une

and its DO-negative counterpart, 721.61, which lias lost ail two genes coding for the D0f3

chain (64). In accordance with the relatively low expression ofHLA-DO in .45 celis, only a

rnodest increase in cell surface CLIP levels was observed by flow cytometry as compared

to .61 cells (Fig.1 and Table 1). To fuÏly appreciate the impact of DO on the classical class

II molecules, we used CIITA HeLa ceils super-transfected or flot with HLA-DO. The class

II transactivator CIITA is the master regulator of MHC class II genes and under its control,

cells up-regulate not only the expression of HLA-DR (Figure 1), DP, DQ but also that of Ii

and the non classical class II HLA-DM and DO (60,65-67). However, overexpression of

DO in HeLa CIITA celis (HeLa CIITA DO) leads to a 15 fold increase in the MfV for ccli

surface CLIP-class II complexes, showing the efficient inhibition of HLA-DM’s peptide

exchange activity (Fig.Ï and Table 1) (39).

Bacterial SAgs are soluble proteins and their binding to MHC class II molecules can

be directly measured by ftow cytometry using biotinylated ligands (SAgs-bio). Samrating

concentrations of SAgs-bio were used and transfected celis expressing different levels of

HLA-DR showed proportional variations in the MFVs obtained with bSAgs (data not

shown). Figure 2A shows two independent experiments assessing the binding of SAgs onto

transfected HeLa cells. The results demonstrate that overexpression of DO in HeLa CIITA

does flot affect the apparent interaction between SAgs and class II molecules. The HeLa

CIITA DO+ over HeLa CIITA ratios of the MfVs obtained in a representative experiment

using either L243, CLIP, SEA, SEB or TSST-1 is shown in figure 2B. Interestingly, while
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over-expression of DO translates into a drarnatic increase in binding of the CerCLIP mAb,

the effect on the binding ofbSAgs was marginal at best and comparable to the experimental

variations observed with the L243 mAb.

A similar experiment was conducted using .45 and .61 ceils. The CLIP increase was

about 2 fold in DO-proficient ceils but the variations in the binding of SAgs were again

much less important (fig.2C). Taken together, these resuits suggest that DO expression

does not alter the overali binding ofbSAgs.

Effect of ULA-DO on bSAg presentation to T-celI hybridomas

In order to confirm the DO-insensitive binding of SEA, SEB and TSST-1 to MHC

cïass II molecules, we tumed to T cell functional assays. Mouse T cell hybridomas bearing

appropriate Vf3s are responsive to low amounts of SAgs and have been extensively used to

characterize their properties (56,6$). Figure 3A shows dose-response curves for T celi

hybridomas responsive to each of the bSAgs. SEA was efficiently presented to the Vt31

KSEAÏ.$/4.9.3 hybridoma, independent of the DO expression levels. Also, SEB and TSST

1 presentation to 3DT 34.5.8 (VE31+) and KOX 15-8.3 (V1315+) was independent of the

levels of DO expressed by transfected HeLa cells or the B lymphocytes. Similar resuits

were obtained with at least another hybridoma for each bSAg (data not shown). These

results are in accordance with the direct binding experiments presented above.

In order to generalize our flndings, three other combinations of b$Ags and

hybridomas were tested. SED and SEE are produced by Staphylococcus aureus while

MAM is the product of mycoplasma arthrifidis. HeLa CIITA and HeLa CIITA DO cells

were equally effective in presenting SEE, SED and MAM to 11.40, 11B3 and K25-49.16,

respectively. For .45 and .61 celis, in this particular experiment, a slight enhancement ofthe

presentation correlated with the presence of DO. However, this resuit most likely reflects

variations in the cell count as it was not reproduced in another experiment and was not
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observed when analyzing the presentation by HeLa celis overexpressing DO (data not

shown and fig. 3B, left panels). These resuits further support the contention that HLA-DO

expression does not affect bSAgs binding.

Effect of 112-O on bSAgs binding and presentation

Given the negative resuits obtained with our panels of bSAgs and hybridomas

regarding the impact of HLA-DO, we tumed to a more physiological system. Spienocytes

from DO-proficient and -deficient C57B1/6 mice were purified and tested directly as above

for the binding of biotinylated SAgs. These mice are I-W but express the IAb class II

allotype. About haif of the cells in the spleen are class If B ceils or DCs expressing various

levels of H2-O (69,70). Figure 4A shows that the binding of SEA and TSST-1 is flot

affected by the expression of H2-O. No specific binding was obsewed for SEB (data flot

shown) as this SAg binds mainly to I-E (71,72). SEA, SEE and TSST-1 were added to

spienocytes and T cell proliferation was measured afler five days by 3H-thymidine

incorporation (Figure 4 B-D). No difference was observed in the response of DO-deficient

and -proficient mice. Altogether, these resuits suggest that H2-O does not modulate the

magnitude ofthe T ceil response to our panel ofbSAgs.

Effect ofHLA-DO expression on endogenous vSAg presentation

Recent experiments established the importance of class Il-bound peptides and of

HLA-DM in the presentation of MMTV-encoded SAgs (25,73). In our earlier work, a DR+

HeLa ceil une proved to be defective in presenting a transfected endogenous vSAg.

However, presentation was restored upon co-expression of DM and Ii (25). Although the

exact mechanism has yet to be uncovered, such DM-dependent SAg presentation phenotype

is possibly sensitive to the inhibitory activity of DO. To verify this hypothesis, we used the

easily transfectable HeLa CIITA ceils, which efficiently present vSAg7 from MMTV7. The

vSAg7 ORF DNA was stably transfected into the HeLa CIllA or HeLa CIITA DO celis to
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obtain HeLa CillA vSAg7 and HeLa CIITA DO vSAg7 ceil unes, respectively. These bulk

populations express very similar levels of class II molecules as judged by the L243 staining

profiles (data flot shown).

Functional assays were conducted using the Vf36 I<R3 murine T ceil hybridoma.

Iwo different ratios of APCs:T celis (1:1 and 1:3) were tested and IL-2 production was

rneasured after 24h of co-culture. Figure 5A shows no significant effect of the DO over

expression. A control experiment was donc by including the BJAB celis in the co-culture.

Such paracrine transfer on the presentation-competent B ceils is used to determine the

extent of vSAg expression in various transfectants. Although the assay does not

discriminate between endogenous presentation by HeLa celis versus presentation of

transferred fragments by BJAB, the resuits clearly show that both HeLa CIITA vSAg7 and

HeLa CillA DO v$Ag7 cdl unes express comparable levels of the vSAg. These results

suggest that overexpress ion of DO does flot affect the ability of DR molecules to present

vSAg7.

4.6 DISCUSSION

Although $Ags show a general preference for binding to HLA-DR and I-E

molecules, their presentation was said to be MHC-unrestricted. Indeed, SAGs do flot

require processing and a given family member can be efficiently presented by a large

number of allotypes and even by different isotypes (1,56,74). Also, the fact that they

stimulate T ceils on the basis of their V3 usage reinforced this notion. Despite these

particularities, the presentation of SAgs and cognate peptides share many similarities

(75,76). For example, mutation of upward-pointing residues into the MHC molecules

modulates T ccli recognition without altering the interaction with SAgs or peptides (77,78).

On the other hand, by analogy with the TcR, SAgs binding was shown in sorne cases to be

sensitive to the class II conformation and the peptide load clearly contributed to this effect

(79). Co-crystals between bSAgs and HLA-DR showed that MAM, TSST-1, SEH and SPE



160

C directly contact the class Il-bound peptide (15,18,80,81). For TSST-1, the influence of

the peptide, most specifically its C-terminal region, was confirmed biocliemically by

several groups (29,31,82,83).

The importance of the peptide on the presentation of b$Ags was also inferred,

indirectly, from the effect of DM expression. Both the presentation and binding of MAM

and TSST-1 are inhibited by CLIP but restored upon DM expression in different celi unes

(28,33). Also, spleen cells from mice deficient in H2-DM require 500 times more TSST-1

to achieve the levels of stimulation observed with H2-DM-sufficient mice (34). From these

studies, it was suggested that CLIP is the prototypic non-permissive peptide for TSST-1

and MAM binding.

In DO HeLa CIITA cells, the load of CLIP at the ceil surface is increased

dramatically as a resuit of the inhibitory effect of DO on DM function. Knowing the

inhibitory effect of CLIP on TSST-1 and MAM binding, it was surprising that the

presentation of these bSAgs was unaffected by the presence of DO. We expected that the

15 fold increase in the CLIP loaded class II population at the cell surface of HLA-DO

expressing HeLa cells (Fig 1 and Table 1) would somewhat translate into a loss ofbinding

of TSST-1. Consistent with our finding that SEB and TS$T-1 only bind subsets of HLA

DR on the surface of APCs (13), these results suggest that the pool of class II-CLIP that is

long-lived in the presence of DO might neyer have sewed as receptors for TSST-1, even in

the situation where CLIP had been rernoved. What structural feature distinguishes these

class II molecules from those that are SAg-receptive is unknown. The fact that these class II

molecules suffer from the expression of DO suggests that they were at some point in rather

early endocytic compartments. Indeed, DO inhibits DM in early endosomes while those

class II in acidic vesicles are substrates for the catalysis by DM. The non-permissive class

II molecules may neyer reached highly acidic compartments. Knowing that DR undergoes a

conformational change at low pH values (84), we can speculate that TSST-1 binding

requires a permanent conformation change occurring only during lysosomal transit. Those
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class II molecules that encounter DO would flot have had access to lysosomal

compartments in any case and thus would neyer have served as receptors. An alternative

explanation would be that despite the existence of class II subsets, DM may play a critical

chaperone role independent of its peptide-editing function. This is reminiscent of the resuits

obtained by the group of Hammerling on the DR3-specific mAb epitope 16.23 (85).

Although CLIP was thought to inhibit DR recognition by 16.23 mAb, the resuits suggested

that DM restoration of the epitope was independent of CLIP removal. By analogy, the extra

class II / CLIP complexes in DO-overexpressing celis may stili have interacted with DM in

such a way not to allow peptide exchange but to allow a lasting, TSST-sensitive,

conformation change to occur. The existence of tlwee-molecular complexes between DO,

DR and DM is compatible with this scenario (40,50,86).

In the case of SEA, we have shown using a DRl B ce!! line that SEA does not bind

the totality of the class II molecules. We estirnated that only about 60% of DR molecules

serve as SEA receptors (87). Unfortunately, no crystal structure with HLA-DR is available

to dissect the interactions between the two molecules. As for SEH and SPE-C, which also

bind the f3H8 1 residue, SEA most likely contacts the N-terminal region of the peptide

(11,12). In various li-negative cell lines, binding of this bSAg is clearly inhibited by large

polypeptides lodged in the groove (28). However, it binds to DR-CLIP complexes and

would therefore not be sensitive to the effect of DO. The same applies to SEB which

binding seems to be independent from the peptide (28,29,88,89). Interestingly, vSAg7

presentation was not affected by the presence of DO, although we and others have recently

demonstrated the importance ofHLA-DM and of the peptide repertoire (25,32).

Our results on bSAgs are difficult to reconcile with those of Qi et al. (46) showing

that H2-O expression inhibits the binding andlor presentation of SEB and SEA. In these

experiments, the mouse SaI tumor ceil line was transfected either with CIITA (with or

without H2-O) or with I-Ak, H2-DM and H2-O. These two independent systems allowed

the smdy of H2-O function in the presence or absence of Ii. Curiously, the presentation of
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$EB and SEA was very efficient in the absence of Ii but was dependent on DM expression.

We can speculate that H2-O and HLA-DO have a very different impact on the peptide

repertoire. Although the study of H2-O- proficient and -deficient mice suggested that the

effect ofthis chaperone was subtie, it may be more pronounced upon overexpression. Also,

the impact of H2-O was found to be dependent on the genetic background of the mice and

thus will vary according to the type of APCs (90). The study of Qi et al. looked at the

presentation of SEA by IAk, which spontaneously releases CLIP. Others had already

suggested that SEA presentation by this allele was DM-dependent but peptide-independent,

suggesting a role for DM beyond its effect on the peptide repertoire (35). As opposed to DR

molecules, this murine cÏass II may be particularÏy sensitive to the conformation editing

properties of DM and SAgs may sense the subtie changes. H2-O expression could prohibit

H2-DM from altering the class II conformation. Interestingly, the I-A17HEL complex was

shown by the group ofUnanue to exist in two isomeric fonus called “type A” and “type B”

and where the type A is flot recognized by T celis specific for the type B. However, in the

presence of DM, the type B conformer is converted to the type A through a conformation

change involving the N-terminus of the peptide (91). By analogy, SEA may bind only to

the type A conformer. Future experiments will determine if a correlation exists between

H2-O expression and the type of conformers expressed on APCs.

In conclusion, HLA-DO and H2-O seem to affect differentially the capacity of class

II molecules to present bSAgs. Future studies should investigate the role of the APC nature

as well as the impact of the class II allele or isotype. These experiments will help

understanding the function of DO as well as the mechanism by which it inhibits DM and

modifies the peptide repertoire.
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4.8 FIGURES

Figure 1. DO induced surface CLIP upregulation.

Flow cytometry analysis of HLA-DR and CLIP celi surface and HLA-DO

intracellular expression on HeLa CIITA, HeLa CIITA DO, .45 and .61 ceils as measured by

staining with respectively L-243, CerCLIP and Mags D05 mAbs.
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Figure 2. DO effect on ceil surface SAg building

A. flow cytometry analysis of two independent biotinylated bSAg binding

experiments. Histograms showing the levels of bSAg binding onto HeLa CIITA+ DO+

(grey une) and HeLa CIITA+ (black line) cells are overlaid. Binding tests were carried out

using 2 tg ofbiotinylated bSAg for 1.106 APCs. Panels B. and C. show the effect of DO

expression (measured as folds of binding increase) on the binding of biotinylated bSAgs

(SEA, SEB and TSST-1) and binding of CerCLIP and L-243 mAbs on HeLa CIITA+ DO+

ceils and .61 B ceils respectively. Folds ofbinding increase were calculated by dividing the

mean fluorescence values (MFV) ofDO/DO celis.
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Figure 3. DOexpression doesn’t significantly affect bSAg presentation to a panel of T

ceil hybridomas.

Presentation of SEA, SEB and T$ST-1 bSAgs to KSEA 1.8/4.9.3, 3DT and KOX

15-8.3 murine T-cell hybridomas (A.) and SEE, SED and MAM bSAgs to 11.40, 11B3 and

K25-49.16 T-ceÏl hybridomas (B.) by the indicated DO (j or D0 (Error! Objects

cannot be created from editing field codes.) APCs. IL-2 production was measured in the

supernatant afler 16-20 h co-culture of the APCs the bSAgs with the responder hybridoma.

The error bars indicate the standard deviation obtained for ail IL-2 assays performed in

triplicate.
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Figure 4. Soluble SAg binding and presentation by spienocytes is independent of DO

expression

A. Comparison of binding levels of biotinylated TSST-l and SEA bSAgs onto

spienocytes from H2-0’ (Black fihled columns) and wild type C57B1/6 mice (white

columns). bSAg binding levels are presented as mean fluorescence values of the positively

stained populations. B., C. and D. bSAg presentation was measured by spienocytes

proliferation as counts per minute (CPM) of incorporated 3H-Thymidine, afier 5 days

incubation with varying concentrations of bSAgs: SEA, $EE and TSST-l in panels B, C

and D respectively. We compare splenocytes obtained from H2-O on C57B16 background

(Error! Objects cannot be created from editing fie]d codes.) to wt C57B16 splenocytes

(>).
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Figure 5. Endogenous vSAgs presentation is independent from DO expression

A. Endogenous presentation of v$Ag7 by HLA-DR+, vSAg7 stably transfected

HeLa CITTA and HeLa CIITA DO ceils to responder T-cell hybridorna KR3+ (rnVI38) for

different APC Responder ratios for a fixed 60.1 0 Responders/well. IL-2 production was

measured in the supematant afier 16-20h co-culture of the vSAg7+ APCs with the

responder hybridoma. B. Assessrnent of vSAg7 expression by transfer presentation over

class 1F vSAg Bjab human B-cell une. KR3+ is the responder T-ceil hybridoma. Bjab

ceils were co-cultured for 16-20h with the different vSAg expressing celi unes in addition

to KR3+. IL-2 production was measured by 3H-thymidine incorporation by the IL-2

dependent CTLL-2 ccli une, as an indicator of T-cell responsiveness. The error bars

indicate the standard deviation obtained for ail IL-2 assays performed in triplicate.
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Table 1. Relative effect of DO expression on CLIP upregulation

This table represents a summaiy ofthe mean fluorescence values ofthe celi surface

stainings using L243 mAb (anti-HLA-DR) and CerCLIP rnAb (anti-HLA-DRJCLIP

complexes) ofthe stated APCs. The CLIP/DR ratios allow us to calculate the CLIP increase

factors independently of the HLA-DR levels of expression.



HLA-DR SLIP Ratio
(L-243) CLIP DR

HeLa CillA 940 22 0.02

}IeLaCI1TA 870 324 0.37
DO

.61 1718 278 0J7

.45 2263 517 0.23
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Durant les années 90 et à cause de leurs caractéristiques fascinantes, les SAg avaient

capturé l’imagination des chercheurs qui les considéraient comme outils à potentiel

thérapeutique, pouvant aider à éliminer les cancers aussi bien que les maladies

autoimmunes. Sur le chemin de l’application thérapeutique, comme déjà abordé dans la

revue de littérature, les SAg ont servi comme modèles pour étudier plusieurs mécanismes

impliqués dans la réponse immune. Citons entre autres les interactions CMH-peptide — TeR

(339,340) et la détermination des résidus clés de la région CDR3 du TcR pour la

reconnaissance du peptide (341), les délétions thymique et extrathymique, l’anergie, la

tolérance, la prolifération et l’apoptose des L.T (342-344), la signalisation via le TcR (345),

le seuil minimal pour l’activation des L.T (259,346-348), aussi la nature de la présentation

peptidique par les CMH II (148,349-351). Il reste encore beaucoup à apprendre sur les SAg

mais avec l’information qui nous est disponible à cause de la résolution des structures

tridimensionnelles de quelques complexes CMH II — SAg et TcRf3 — SAg, les SAg gagnent

en importance comme outils d’exploration du système immunitaire.

5.1 Superantigènes endogènes et autoimmunité

L’implication des SAg dans l’établissement des maladies autoimmunes reste encore

à prouver. Mais, vu la nature des maladies autoimmunes et les caractéristiques mitogènes

des SAg, il est possible de prévoir un rôle des SAg dans ces maladies. Dès 1994, Conrad et

al. ont rapporté la possibilité de l’implication d’un SAg dans l’établissement du diabète de

type I (337). Dans ce rapport, on observait une expansion polyclonale Vf37-spécifique dans

les pancréas d’individus atteints du diabète auto-immun. De plus, l’exposition à des

préparations de membranes de cellules pancréatiques des individus malades, induisait un

enrichissement Vf37 des lymphocytes périphériques provenant d’individus sains. Ces

signes semblaient suffisants pour suggérer la présence d’un SAg (337). Quelques années

plus tard, un deuxième rapport suivit, annonçant la découverte d’un cadre de lecture ouvert

dans le gène de l’enveloppe d’un HERV apparenté à MMTV (336). Le produit de 153 a.a.

(IDDMK1,222) de ce cadre de lecture fut présumé SAg et responsable de l’activation des
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L.T autoréactifs causant la destruction des îlots f3 du pancréas. Ce produit lorsque exprimé

par la lignée B humaine Raji sous contrôle d’un promoteur constitutif, induisait in vitro,

une expansion spécifique des L.T humains Vf3T (336). Le HERV-K18 encodant

IDDMK1,222 SAg dans son gène env, n’est pas mobile, et est uniquement transmis selon les

lois mendelliennes. Vu que chez les jumeaux identiques, les même facteurs de susceptibilité

génétique sont retrouvés, et que le même HERV codant pour le même IDDMK1,222 s’y

retrouve aussi, il fallait trouver le facteur environnemental déclencheur de l’expression

différentielle du $Ag. L’IFN-Œ relâché lors d’infections virales fut, par la suite, identifié

comme élément déclencheur de l’expression du IDDMK1,222 SAg (334). De plus,

Sutkowski et aï. publient simultanément leurs observations sur la trans-activation du gène

env de HERV-K18 par la protéine LMP2-A (tate membrane protein 2-A) de EBV

(220,352).

Jusque là, l’hypothèse de l’expression différentielle d’un SAg causant

l’établissement du diabète autoimmun répond bien à l’étiologie différentielle de la maladie

chez les jumeaux identiques, mais elle reste controversée dans la littérature. En effet,

l’association entre HERV-K18 (IDDMK1,222), son expression ou celle de certains de ses

gènes (en particulier le SAg) et le diabète autoimmun fut disputée et réfutée par plusieurs

études (353-352). Il reste que la possibilité que l’expression d’un SAg endogène puisse

induire une maladie autoimmune devait être explorée.

En se basant sur les connaissances acquises de l’étude de l’interaction du vSAg de

MMTV avec le système immunitaire de souris in vivo, on sait que l’expression du SAg

(suite à l’infection des souriceaux) induit un fort enrichissement des L.T durant les premiers

jours d’infection atteignant un maximum au jour 9 post-infection (197). Cet enrichissement

est suivi d’une diminution graduelle du nombre des L.T répondants dans tous les tissus

lymphoïdes, jusqu’à délétion presque complète des TcR portant les Vf3 impliqués, au bout

de 2-4 mois (197). La délétion des L.T réactifs est indépendante du thymus puisqu’elle a

lieu avec la même cinétique et aussi bien chez les souris adultes nouvellement infectées que
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chez les souriceaux nouveau-nés (309). Pour que cette série d’événements ait lieu, il faut

que les L.T soient en contact avec le SAg pour au moins la période des 4 mois. Dans des

conditions pareilles, les souris ne développent pas d’autoimmunité détectable. D’autre part,

lorsque le SAg est le produit du virus endogène et est exprimé dans le thymus, la délétion

devient thymique. Très vite, on ne retrouve presque plus de L.T exprimant les Vf3

spécifiques au vSAg. Donc une expression du vSAg continue dans le temps mène à la

délétion des L.T répondants. Si parmi ces derniers se glissent quelques L.T autoréactifs, ils

seront éliminés par délétion. Ceci explique pourquoi dans le seul autre modèle de vSAg

rétroviral on ne décrit pas d’autoimmunité.

Par contre, les travaux du début des années 90 avaient montré qu’un contact

ponctuel avec un SAg (SEB, TSST-1 ou MAM) causait une rechute chez les animaux en

rémission de conditions autoimmunes (EAE, BCWJA et arthrite rhumatoïde

respectivement) (223,272-274). Dans ces études les SAg ne sont pas suffisants pour induire

la maladie, mais, ils causent son exacerbation et la détérioration de la condition des

animaux atteints. Ce raisonnement nous mène à constater qu’uniquement un contact

ponctuel avec un SAg pourrait être impliqué dans l’autoirnrnunité. Tout contact prolongé

résultera en une délétion des LT répondants.

En revenant au diabète autoimmun, il faudrait donc que l’expression de

IDDMK1,222 SAg soit limitée dans le temps pour que l’hypothèse du groupe de Conrad

tienne. Selon leur modèle, il suffirait d’une production d’IfN-Œ (334) ou de LMP2-A (352)

pour induire l’expression du SAg. Sans débattre si LMP2-A et l’IFN-Œ remplissent les

conditions d’induction ponctuelle dans le temps de l’expression du vSAg afin d’éviter la

délétion des L.T activés et de permettre à l’autoimmunité de s’établir, il faudrait que la

nature même du SAg soit confirmée. C’est pour cette raison que nous avons essayé de

mieux caractériser les propriétés superantigéniques du produit du gène env de HERV-K1 8.

Malgré de forts niveaux d’expression et l’utilisation de 16 hybridomes T couvrant un large

éventail de Vf3 murins, nos travaux nous ont mené à la conclusion que le produit
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IDDMK1,222 SAg est incapable d’activer les L.T, même ceux à TcRVf3 étroitement

apparentés au V137 humain (Chapitre 2) (219). Il demeure possible que les TcR des

hybridomes T de souris ne puissent répondre à ce SAg en particulier. Par contre, Lapatchek

et aï. avaient essayé d’activer avec le même SAg des L.T primaires humains et murins, sans

succès (359).

5.2 Cancer du sein et MMTV

L’incidence du cancer du sein varie géographiquement avec une haute prévalence

en Amérique du Nord et en Europe du Nord, une prévalence interniédiaire en Amérique

Latine et en Europe du Sud. Une faible incidence du cancer du sein est observée en Asie et

en Afrique (360). Une étude publiée en 2000 fait un parallèle entre l’incidence

géographique du cancer du sein et la distribution géographique de l’espèce murine

possédant le plus de copies de MMTV (Mus dornisticus) (361). Dans le contexte du récent

rapport décrivant une infection efficace de cellules humaines et félines in vitro par MMIV

(315), l’idée d’avoir une zoonose responsable du cancer du sein devient possible. Les

recherches moléculaires pour un équivalent de MMIV chez l’homme n’ont pas arrêté, mais

elles demeurent controversées malgré la publication de plusieurs études rapportant

l’isolation de séquences similaires à à celle de MMIV (360,362). Dans le cas échéant,

MMTV est équipé d’un SAg essentiel à une infection réussie et productive. Ce v$Ag est

capable d’être présenté par des molécules de classe II humaines et d’activer des L.T

humains (298,299) et serait donc capable d’assurer la propagation du virus par

l’intermédiaire du système immunitaire humain et d’atteindre les glandes mammaires. Dans

l’éventualité de l’existence d’un SAg endogène humain, le vSAg de MMIV devient un

modèle d’étude intéressant, en plus de devenir une cible potentielle de thérapies contre le

cancer du sein si le lien avec cette affliction et MMIV se fortifie.

En effet, quelques études attribuent des propriétés superantigéniques à des

séquences rétrovirales encodées par des ERV humains apparentés aux HERV-K et à
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MMTV (363) ou encore au gène env de HERV-W (364) associant leur expression au cancer

du sein et à la sclérose en plaque, respectivement. En revanche, ces rapports attendent

toujours confirmation, quoique, un lien de plus en plus clair se dresse entre les HERV-K et

MMTV. En effet, les HERV-K sont étroitement apparentés à MMTV (331), au moins en

ce qui concerne leurs protéines env mutuelles. Ils forment la famille de ERV la plus active

biologiquement chez l’humain et permettent l’expression de plusieurs protéines virales,

allant même à produire des particules rétrovirales dans plusieurs tissus (333). D’ailleurs, le

rajout d’oestradiol et de progestérone induit l’expression d’ARNm des HERV-K dans les

cellules provenant de cancers du sein chez l’humain (329) rappelant les éléments de

réponse hormonaux contrôlant l’expression des gènes de MMTV (365). Ces parallèles entre

la famille des HERV-K et MMTV, ainsi que la large distribution des SAg à travers les

espèces, renforce l’idée de l’existence de vSAg endogènes humains.

5.3 Comment MMTV évite de causer l’autoimmunité et le choc toxique?

L’infection de souriceaux par MMTV dépend de la survie de ces derniers jusqu’à

maturité, reproduction et transmission à la descendance. Utiliser un SAg comme étape

essentielle à la réussite de l’infection semble dangereux en cormaissant les potentiels

pathogéniques des SAg (chocs toxiques et autoimmunité). Donc MMTV semble avoir

trouvé l’équilibre entre l’activation du système immunitaire pour subvenir à ses besoins de

propagation tout en évitant le déclenchement de conditions pathologiques pouvant mettre la

survie de son hôte en danger.

Comme mentionné un peu plus haut, l’exposition au SAg de façon continue dans le

temps est une partie de la solution. Mais selon les travaux de Lavoie et al. (347), un nombre

critique de complexes CMH II — SAg à la surface de la CPA détermine le résultat de

l’activation des L.T. Dans ce rapport, il a été déterminé que la concentration optimale de

$Ag à la surface d’une CPA ne dépassant pas les 2x104 complexes. Ce chiffre est très

proche de celui essentiel pour l’induction d’une activation efficace des L.T par des
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complexes CMH — peptide estimé à i04 molécules (366). À plus haute concentration, et de

manière proportionnelle à la croissance du nombre de complexes CMH II — SAg

disponibles, il s’est avéré que les réponses T induites deviennent progressivement

déficientes avec une diminution de la quantité d’IL-2 produite et diminution de la

prolifération des L.T activés. Suite aux 3 à 4 premières divisions cellulaires, les L.T activés

dans ces conditions rentrent en apoptose. Ceci semble correspondre à ce qui est observé

avec le vSAg de MMTV durant les premiers jour d’infection. MMTV a donc tout intérêt de

faire présenter son SAg par un nombre supérieur de complexes à la surface des CPA, et

éviter d’induire une activation optimale causant un choc toxique, ou encore la prolifération

et la survie à long terme des quelques L.T autoréactifs parmi les L.T activés. En

poursuivant cette logique, MMTV voudrait éviter aussi de faire présenter son $Ag par des

cellules exprimant de faibles niveaux de CMH II (cellules épithéliales comme HeLa) à leur

surface de peur que l’activation ne mène pas à la délétion des L.T activés et établisse une

autoimmunité. Donc MMIV par sélection naturelle, aurait trouvé un moyen de rendre le

vSAg sensible à des différences subtiles retrouvées entre les molécules de classe ii à la

surface d’une CPA professionnelle (LB et CD) et les CMH II induits à la surface d’autres

cellules, pour éviter de se faire présenter par un nombre de molécules insuffisant pour

induire l’apoptose des L.T activés. Ainsi, une fois les caractéristiques et les conditions de

présentation bien élucidées, le vSAg de MMTV pourrait être le modèle à suivre dans

l’utilisation des SAg à des fins thérapeutiques pour traiter l’autoimmunité.

5.4 Conditions pour une présentation efficace d’un SAg endogène

La déficience d’une cellule épithéliale humaine dans la présentation du vSAg de

MMIV malgré un bon niveau d’expression de CMH ii à sa surface et d’ARNm du vSAg,

nous fournit un excellent modèle de départ (Chapitre 3 figures 1 et 2). A première vue, il

semblait que le problème pourrait venir de la nature épithéliale des cellules HeLa que nous

utilisions pour la présentation. D’ailleurs, MMIV est reconnu pour infecter de préférence
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les L.B et les CD immatures. De plus, in vivo, les L.B sont les cellules qui présentent le

v$Ag aux L.T. Cette étape étant essentielle à l’accomplissement du cycle viral (197).

Une simple transfection de CMH II n’est pas suffisante pour transformer une cellule

épithéliale ou fibroblastique en l’équivalent d’une CPA (L.B ou CD). En effet, nous avons

seulement réussi à surmonter cette déficience de présentation du vSAg en co-transfectant,

dans les mêmes cellules HeLa, la chaîne invariante et DM (Chapitre 3, figure 5). De même,

un traitement à l’IFN-y ou encore une transfection de CIITA suffisaient à rétablir une

présentation efficace (Chapitre 3, figures 3 et 4). De cette manière nous avons rapproché

nos HeLa au statut de CPA en reconstruisant un minimum de machinerie de CMH II.

Décrire de façon moléculaire ce qui rendait nos HeLa plus aptes à présenter le vSAg fut

compliqué par le fait que nous avions une exception sérieuse à notre modèle selon lequel,

seules les CPA ayant une machinerie de classe II sont capables de présentation efficace du

vSAg. En effet, nous avions en notre possession une cellule fibroblastique murine (DAP)

chez laquelle l’expression unique des mêmes molécules HLA-DR1, en absence de Ii et de

DM, est suffisante pour permettre une présentation efficace du vSAg (Chapitre 3, figure 1)

et (298). Ayant les mêmes molécules, à la même quantité, à la surface cellulaire (Chapitre

3, figure 2), qu’elle est donc la différence entre les DR1 de DAP et celles de HeLa? Nos

travaux dans ce sens ont identifié une différence dans le cheminement que les molécules de

classe II prennent, dans la cellule, afin d’acquérir leur cargaison peptidique et se retrouver

en surface. Comme mentionné un peu plus haut, nous avons réussi à compenser pour cette

différence en co-exprimant la chaîne Ii et DM.

5.4.1 Effets de Ii

Dans notre modèle de présentation directe du vSAg de MMTV par les cellules HeLa

DR1, la chaîne invariante joue un rôle essentiel. En effet en absence de Ii, il était

impossible d’obtenir une activation des hybridomes T de souris (Chapitre 3, (148)). Ce

constat est vrai aussi dans le cas de plusieurs autres SAg comme SEA, TSST-1 (349).
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Même in vivo, Ii joue un rôle appréciable puisqu’on perçoit une diminution des niveaux de

délétion thymique des thymocytes aux V13 spécifiques au(x) v$Ag exprirné(s), chez les

souris 1i’ (43). Dans les HeLa, Ii influence la présentation du vSAg par au moins deux

mécanismes associés directement à ses fonctions (voir chapitre 1.2.5). En premier lieu Ii

protège la niche peptidique des CMH II nouvellement synthétisés, de l’association de

polypeptides du R.E. qui peuvent nuire à l’association des SAg à la surface cellulaire

(148,349). Ensuite, grâce au signal de ciblage de sa queue cytoplasmique, Ii conduit les

CMH II de novo vers les endosomes pour permettre à DM d’exercer ses fonctions. Dans le

cas des cellules DAP, la présence ou l’absence de la chaîne invariante n’affecte aucunement

la présentation du vSAg. Et ce, probablement à cause du fait que les cellules murines

arrivent à accumuler les molécules de classe II dans les endosomes sans l’intervention de Ii

(367), permettant donc aux protéases et peptidases de digérer les polypeptides chargés dans

leurs niches peptidiques en des peptides plus courts, ce qui n’est pas le cas des cellules

HeLa (367).

5.4.2 Effets de DM

En absence de la chaîne invariante, DM est insuffisante pour rétablir la présentation

du vSAg par les cellules HeLa. Ces dernières ont besoin d’exprimer simultanément DM et

Ii afin de réussir la présentation du vSAg endogène (148). A première vue, il semblait que

DM soit essentiel pour débarrasser les niches des CMH II du CLIP non-permissif. Mais le

fait que les molécules de classe II liant CLIP à la surface des DAP DR1 Iiz2O soient

permissives (Thibodeau J. résultats non publiés) pour la présentation du vSAg, suggérait un

rôle alternatif à DM. Nous avons démontré par la suite, qu’un motif di-leucine dans la

queue cytoplasmique de DR pouvait compenser pour DM et permettre la présentation du

vSAg par les complexes DR1LL — CLIP. Malheureusement, la différence entre le CLIP

trouvé dans les niches des molécules DRiLL et DR1 à la surface des HeLa n’a pas été

investiguée. Nous avons utilisé différents AcM dirigés contre HLA-DR pour essayer de

distinguer conformationnellement DR1 — CLIP de DRiLL — CLIP mais sans succès.
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Par contre, l’accumulation des complexes DRiLL — CLIP dans les endosomes

tardifs (147), mime l’accumulation des molécules DR1 dans des endosomes observée chez

les cellules DAP. Il est donc possible que la réussite de la présentation du v$Ag par ces

molécules soit due à une digestion progressive de CLIP par les exoprotéases et les

aminopeptidases des endosomes tardifs, favorisée par une résidence prolongée des

complexes DRiLL — CLIP dans ces compartiments. Ainsi la taille du peptide devient-elle un

facteur déterminant pour la présentation réussie du vSAg? Dans le contexte des molécules

DR — CLIP, DM peut participer à ce scénario en délogeant le CLIP non penriissif et le

remplaçant par des peptides parfois plus courts. La taille du peptide dans la niche des CMH

II de surface interfère avec la présentation de certains SAg, notamment TSST-i (240) et

SEA (368). En effet, SEA a été trouvé sensible aux prolongations du côté N-tenninal du

peptide quant à TSST-1, l’équipe de Woodland a prouvé l’inhibition de la présentation du

SAg par les peptides ayant une extension C-terminale.

5.4.3 Est-ce une question de peptide?

En suivant notre raisonnement au point 5.3 selon lequel le vSAg veut assurer sa

présentation par un nombre élevé de complexes CMH II-pep, il est difficile de concevoir

une présentation du vSAg conditionnelle à une série limitée de peptides répondant à des

caractéristiques précises tout en étant communs à plusieurs allotypes de classe II chez

différents individus. Par contre, trouver un moyen intrinsèque à tous les peptides pour

différencier les complexes fonnés par les CPA professionnelles et d’autres cellules CMH

ll semble plus logique. D’ailleurs, nos expériences ont montré que le peptide CLIP,

commun à presque tous les allotypes de DR, est permissif à la présentation du v$Ag, mais

seulement lorsque le complexe HLA-DR — CLIP réside dans les endosomes tardifs (i.e.

conduits par le motif di-leucine de la molécule DRiLL). Normalement, la présence de ce

genre de compartiments cellulaires et le passage des molécules de classe II à travers ces

derniers, leur mérite le nom de MIIC, et les MIIC sont spécifiques aux CPA. Nous avons

supposé que le point déterminant pour le v$Ag soit donc la taille du peptide comme
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expliqué au point 5.4.1 et discuté au point 3.6. Ce genre de sensibilité à la taille du peptide

semble être partagé par d’autre SAg (À part SEA (36$) et TSST-1(240), l’intéraction de

SEB avec les CMH II est inhibée par les prolongement N et C terminaux de CLIP (369)).

De plus, les peptides liés covalamment à la chaîne f3 des CMH II ne sont pas permissifs à la

présentation du vSAg (148,370) probablement à cause du lien covalent qui se prolonge de

l’extrémité COOH du peptide vers la chaîne f3 des CMH II (voir figure 5.1). Ceci dit, rien

n’empêche qu’il y ait des peptides courts non permissifs à l’interaction du vSAg avec

certaines molécules de classe II.

5.4 Le phénomène de transfert du vSAg de MMTV

A travers toute l’étude présentée au chapitre 3 de cette thèse, nous avons utilisé la

présentation du v$Ag en transfert pour évaluer les niveaux d’expression des différentes

CPA, surtout celles qui étaient incapable de présentation directe (voir chapitre 1.4.2.2).

Rares sont les cellules qui, à notre connaissance, sont capables d’accepter le transfert du

vSAg soluble et de le présenter avec succès aux L.T. Ce constat est assez étonnant puisque

notre modèle de présentation directe du vSAg favorise une rencontre avec les CMH II en

surface (Chapitre 3), ce qui, à fortiori, semble être le cas de la présentation du v$Ag soluble

en transfert. Or à l’exception des CH12 (lignée B murine), toutes nos cellules capables de

présentation directe du vSAg sont incapables d’accepter le transfert. On peut ainsi affirmer

l’existence de deux formes distinctes de présentation des vSAg. Une cellule capable de

recevoir le transfert, si elle exprime le vSAg, pourrait au moins se l’auto-transférer et donc

mimer une présentation directe, mais pas le contraire. Parmi toutes les CPA en notre

disposition, seules les BJAB étaient capables de présenter le vSAg en transfert. La

comparaison entre nos différentes lignées cellulaires nous a permis d’écarter la quantité de

classe II à la surface, la présence ou absence de DO, ou encore, la présence ou absence du

virus EBV dans nos cellules comme facteur dans le phénomène du transfert. De même, la

nature de la CPA utilisée ne semblait pas être suffisante pour assurer le transfert, vu que les

Raji, Ramos, LG2 et SA (toutes des lignées B) étaient toutes incapables de présenter le
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vSAg soluble. Nous avons effectué quelques expériences pour essayer de déterminer les

exigences pour une présentation efficace du vSAg en transfert, mais sans succès. Nous

avons en revanche, appris que des Raji en co-incubation avec les BJAB n’influencent pas le

transfert ni en augmentant son efficacité ni en l’inhibant, indiquant que la réussite de ce

dernier dépend d’un facteur interne ou d’une qualité que seules les BJAB possèdent. Ce

raisonnement nous a mené à investiguer le rôle de la sialylation des protéines de la surface

des CPA puisque nous avions trouvé un rapport décrivant les BJAB comme étant des

cellules à faible contenu en acide neuraminique et en sialyl transférase comparé, entre

autres, aux Raji (371). Cette piste nous semblait particulièrement intéressante puisqu’elle

permet d’expliquer la possibilité de présenter le vSAg produit de façon endogène et non

celui acquit à l’extérieur. En effet, on suppose que sur les Raji, les glycoprotéines sialylées

de surface, surtout les CMH II, dressent une barrière face au vSAg soluble mais pas au

vSAg endogène. Cette restriction ne se présente pas à la surface des BJAB puisque ces

dernières sont dépourvues de protéines sialylée. Nous avons donc essayé de traiter les HeLa

CIITA et les Raji avec de la neuraminidase avant de les mettre en co-culture avec des

cellules productrices de vSAg et d’hybridomes T, afin de tester le transfert.

Malheureusement nos résultats préliminaires n’ont montré aucun effet du traitement sur

l’efficacité du transfert. Par contre, ces résultats restent préliminaires et cette piste mérite

d’être investiguée plus profondément, surtout que les L.B activés (LPS ou même les L.B

des centres germinatifs (CG)) perdent la sialylation de leurs glycoprotéines (incluant celle

des classe II) de surface et acquièrent ainsi la capacité d’activer les L.T naïfs (372-374). De

plus, un rapport assez intéressant démontre qu’un traitement à la neuraminidase est

suffisant pour rétablir la capacité des L.B au repos, d’interagir avec l’agglutinine d’arachide

(PNA) (373). Il est à noter que nous avons essayé aussi le transfert sur des cellules

dendritiques dérivées de monocytes humains traités à la GM-C$F et l’IL-4 sans succès

malgré de bons niveaux d’expression de classe ii à la surface. L’induction de l’expression

de DO dans ces cellules ne changea rien au résultat du transfert (Azar et Thibodeau,

résultats non publiés).
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Figure 5.1 Schématisation de la zone d’intéraction potentielle du vSAg avec HLA-DR.
Est représentée une vue du haut de la niche peptidique de HLA-DRÏ occupée par le peptide
HA306318 (306PKYVKQNTLKLAT3i8) en jaune. Cette schématisation est basée sur le cristal
publié par Stem et al. (91). En rouge sont marqués les résidus impliqués dans l’interaction
des bSAg (SEA, SEB et TSST-1) (300). Les cercles verts représentent les motifs de
glycosylation (N-X-T/S) dans la région représentée (chaîne et: N78-Y79-Tso; et chaîne f3:
N19-G20-T21). La ligne noire représente le lien covalent reliant le peptide à la chaîne f3. Le
cadre rouge représente la zone potentielle d’interaction avec le vSAg basée sur les éléments
interférant avec sa présentation, les mutations a66, et72 et a73 (points jaunes), le lien
covalent et la sialylation potentielle sur le site de glycosylation de la chaîne et (voir texte).

La question du mode de liaison du vSAg aux molécules de classe II demeure sans

réponse. Evidemment la réponse ultime à ce problème est la résolution du crystal CMH II —

vSAg. A court de cristal, on peut deviner une zone d’interaction approximative à partir de

5.5 Modèle d’interaction des vSAg de MMTV avec les CMII II.
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SEA, SEB, TSST-1

Prof Glu 46
V %

‘ ‘\s 39
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quelques évidences récoltées à travers nos travaux. En effet, à l’aide de mutants CMH II,
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Thibodeau et al. avaient réussi à empêcher la présentation des bSAg (SEA, SEB et TSST-l)

par HLA-DR1, sans toutefois affecter celle des vSAg de MMTV (vSAg7 et vSAg9) (300).

D’autre part, on a observé une interférence dans la présentation du vSAg par des molécules

HLA-DRÏ portant des mutations dans la portion C terminale de l’hélice de la chaîne c

(DRŒ66 et DRa72,73) (Shouluy, Thibodeau et Sékaly résultats non publiés). De notre côté,

les cellules HeLa exprimant des molécules HLA-DRY exclusivement occupées par le

peptide HA306318 (lien covalent entre le peptide et DRj3) étaient incapables de présenter le

vSAg endogène. Nous étions surpris par ce résultat puisque HA306318 est un des peptides

stables dans la niche de DR1. De même, l’équipe de Golovkina et aï. a échoué la

présentation du vSAg avec des molécules CMH II covalamment liées à leur cargaison

peptidique (370). Nous avions conclu que le lien covalent pouvait interférer avec la

présentation efficace du vSAg puisque ce peptide est constaté permissif pour la présentation

directe du vSAg à la surface des DAP (Shoukry et al. non publié). finalement, s’il s’avère

vrai que les vSAg solubles de MMTV soient sensibles à la sialylation des CMH II et que

les bSAg (SEA, SEB et TSST-l) lui soient résistants (il n’y a ni différence de présentation

ni de liaison des bSAg entre BJAB et Raji (Azar et Thibodeau résultats non publiés)). Et

que la sialylation des CMH II humains se fasse sur la chaîne Œ tout comme chez les CMH

II de souris (375,376), il y aurait de fortes chances que le vSAg de MMTV interagisse avec

l’extrémité C terminale de l’hélice cd. Ces résultats pris ensemble suggèrent fortement un

impact assez important de la région C terminale de l’hélice al des CMH II sur l’interaction

avec les vSAg de MMTV, qu’ils soient solubles ou endogènes voir figure 5.1 (N.B: cette

figure ne représente pas le mode de liaison des SAg aux CMH II mais représente plutôt des

zones d’interactions. Il est fort possible que le vSAg de MMTV interagisse ailleurs aussi.)
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