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Sommaire

L'infection au VIH-1 déclenche une forte réponse CTL spécifique. Cette réponse CTL,
efficace durant le stade précoce de I’infection, diminue avec la progression de celle-ci et est
incapable d’éliminer les virus, en particulier ceux (variants viraux) qui émergent durant les
stades avancés de I’infection.

L’extréme diversité génétique du VIH-1 est le facteur majeur qui contribue a
I'échappement du virus & la pression exercée par la réponse CTL, et ce par différentes
stratégies. En effet, la variabilité des épitopes CTL immunodominants peut entrainer la perte
et/ou ’altération de leur reconnaissance par les CTL spécifiques et par conséquent,
I’antagonisme de I’activation des CTL par 1’épitope original. Cet antagonisme pourrait étre a
’origine de la persistance d’un large spectre de variants de VIH-1 chez les individus
infectés.

La variabilité génétique du VIH-1 et le fait que certains APL agonistes partiels
(ligands peptidiques altérés) sont capables d’induire I’anergie des lymphocytes T CD4* via
le TCR, étaient a I’origine de notre projet de recherche qui consistait en la caractérisation
des mécanismes moléculaires responsables de I’anergie des cellules T CD4* dans le cas de
I’infection au VIH-1. Plus précisément, nous nous sommes intéressés, dans un premier
temps, 4 déterminer I’effet des peptides dérivés de différentes souches de VIH-1 sur la
capacité de prolifération et sur Iactivité cytotoxique des CTL CD4* (clone Een217)
spécifiques a un épitope de la glycoprotéine de I’enveloppe, la gp120 de la souche sauvage
PV22. Ainsi, nous avons montré que le peptide variant dérivé de la souche virale HXB2 est
capable d’induire I’anergie des CTL Een217 en inhibant 95 % de leur capacité de
prolifération en réponse a leur peptide agoniste PV22. Le peptide variant anergique HXB2
inhibe également l'activité cytotoxique des CTL Een217 dirigée normalement contre le
peptide agoniste PV22. Ces inhibitions sont diies a la capacité du peptide variant anergique
HXB2 a induire des événements précoces modifiés de transduction du signal du TCR, soit la
phosphorylation partielle des chaines { du TCR et leur association avec la PTK Zap-70 non-
phosphorylée et inactive. Ces événements modifiés sont caractéristiques des APL inducteurs
d’anergie. Ces résultats révélent, pour la premiére fois, I'existence d'un peptide dérivé d’un
variant naturel du VIH-1 capable d'induire I'anergie clonale des CTL CD4* spécifiques au
VIH-1. Cette démonstration suggére I’induction de 1’anergie des CTL via le TCR, par les
variants du VIH-1, comme un des mécanismes utilisés par le virus pour échapper a la
réponse CTL in vivo. L’état d’anergie des CTL Een217 induite par I’APL dérivé de la
souche virale HXB2 est réversible par I’IL-2 humaine recombinante exogéne, supportant
ainsi I’hypothése selon laquelle I’inhibition de la sécrétion de I’IL-2 est a la base de I’état
d’anergie des CTL CD4".

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a la caractérisation des
mécanismes moléculaires responsables de 1’anergie des cellules T en comparant deux
modeles d’anergie induits dans les CTL Een217 anti-VIH-1. Ainsi, nous avons montré que
les CTL Een217 rendues anergiques, soit par I’ APL dérivé de la souche virale HXB2 via le
TCR, soit par l’absence de co-stimulation a I’aide de I’AcM anti-CD3, sont

Xiv



phénotypiquement identiques sur le plan fonctionnel. En effet dans les deux modéles, les
cellules anergiques ne secrétent pas 1'[L-2, et ne présentent aucune activité cytotoxique
dirigée contre le peptide agoniste PV22. L’examen des événements précoces et tardifs de
transduction du signal nous a permis de montrer I’existence de différents mécanismes
moléculaires responsables du maintien de I’anergie des cellules T. En effet, la stimulation
avec le peptide agoniste PV22 des CTL Een217 rendues anergiques par absence de co-
stimulation, permet la restauration de certains événements de signalisation tels que la
phosphorylation normale des chaines £ du TCR et € du CD3, la phosphorylation de la PTK
Zap-70 ainsi que l'activation des MAP kinases Erk 1/2. Par contre, I’activité kinase de la
MAP kinase JNK demeure réprimée. Cette répression explique I’incapacité de ces cellules
anergiques a secréter 1’IL-2 et & proliférer suite & la stimulation productive. La stimulation
avec le peptide agoniste PV22 des CTL Een217 rendues anergiques par I'APL dérivé de la
souche virale HXB2 ne permet ni I’activation de la PTK Zap-70 qui reste associée aux
chaines { du TCR partiellement phosphorylées, ni I’activation des MAP kinases Erk 1/2 et
JNK. Ceci prouve que I’APL dérivé de la souche virale HXB2 induit I’anergie des CTL
Een217 via le TCR, en inhibant I’activation de la PTK Zap-70 entrainant ainsi I’inhibition
des cascades de signalisations tardives essentielles pour I’activation des facteurs de
transcription du géne de ’IL-2. La PTK Zap-70 serait maintenue sous forme inactive par une
phosphatase telle que CD45 ou SHP-1.

En conclusion, l'ensemble de nos résultats en plus d’apporter les réponses ci-dessus,
souléve ainsi de nouvelles questions, mais en particulier celles qui visent & caractériser les
facteurs responsables de I'inhibition de la transcription du géne de I'lL-2 dans les cellules
anergiques, et c’est dans la perspective d’en tenir compte dans le développement d’un
éventuel traitement de I’infection au VIH-1.
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INTRODUCTION



Le virus de I'immunodéficience humaine type 1 (VIH-1) est I'agent étiologique du
syndrome de I'immunodéficience acquise (SIDA) (Barre-Sinoussi ef al., 1983). Le SIDA est
caractérisé par une altération profonde du systéme immunitaire avec une atteinte
fonctionnelle précoce des lymphocytes T CD4*. Cependant et malgré I’altération de la
fonction des lymphocytes T CD4%, il y a une forte augmentation des CTL spécifiques au
VIH-1 durant les stades précoces de l'infection (Borrow et al., 1994). Cette réponse CTL est
responsable de la baisse de la charge virale durant la phase primaire de !’infection
participant ainsi au maintien de 1’état asymptomatique chez les individus infectés. La
réponse CTL diminue, et est moins efficace avec la progression de I’infection au VIH-1 vers

le stade SIDA (McMichael et Phillips, 1997).

La perte de la réponse CTL lors de l'infection est due, entre autres, a la remarquable
diversité génétique du VIH-1 (Hu et Temin, 1990; Koup et al., 1994). Cette diversité dépend
du haut niveau de réplication du virus ainsi qu’a la faible précision de la transcriptase
inverse virale (McMichael et Phillips, 1997). Certains des mécanismes par lesquels le VIH-1
échappe a la réponse CTL grice a sa diversité génétique sont bien documentés. Ainsi, la
variabilité génétique du VIH-1, en plus de mener a la délétion compléte d'un épitope CTL,
peut empécher la fixation des épitopes viraux par les molécules du CMH, ou conduire a la
perte ou a I’altération de la reconnaissance du complexe CMH/peptide variant par le TCR
(récepteur des cellules T) des CTL spécifiques au VIH-1 (Phillips et al., 1991., Koenig et al.,
1995., McAdam et al., 1995). L’altération de la reconnaissance du complexe CMH/peptide
par le TCR peut entrainer 1'antagonisme de l'activation des CTL par 1'épitope original
permettant ainsi au VIH-1 d’échapper a la réponse CTL spécifique (Sewell et al., 1997,
Klenerman et al., 1994, 1995; Meier et al., 1995).

La stimulation productive des lymphocytes T nécessite non seulement I'engagement
du TCR par le complexe CMH/peptide, mais dépend également de l'induction des signaux
co-stimulateurs délivrés par les APC (June et al., 1995). Le signal engendré par I’interaction
du récepteur CD28 a la surface des lymphocytes T avec ses ligands (CD80/CD86) exprimés
a la surface des APC est suffisant pour compléter le signal engendré par le TCR et permettre

la prolifération et I’activation fonctionnelle des cellules T (Lenschow et al., 1996). 1l a été



démontré, dans différents systémes expérimentaux, que la stimulation du TCR en absence de
la co-stimulation du CD28 par son ligand se traduit par un état d’anergie clonale dans lequel
les cellules T ne produisent pas I’IL-2 et donc ne proliférent pas en réponse a la stimulation
mitogénique, et ce méme si le signal co-stimulateur est fourni (Schwartz, 1997). L'anergie
des cellules T peut aussi étre induite via le TCR, par les ligands faibles tels que les APL
agonistes partiels en présence méme du signal co-stimulateur dérivé du CD28 (Sloan-
Lancaster ef al., 1993). Les APL agonistes partiels sont des peptides analogues du ligand
antigénique (ligand agoniste) dans lesquels le site de contact avec le TCR est modifié au
niveau de leurs séquences en acides aminés sans pour autant affecter leur interaction avec les

molécules du CMH ou avec le TCR (Jameson et Bevan, 1995).

Le TCR est composé de I’hétérodimére off qui interagit avec le complexe
antigéne/CMH. Le TCR est associé de fagon non covalente avec les diméres du complexe
CD3 (gy, €d), ’homodimére L et I’hétérodimére {n a la surface de la cellule (Samelson ef
al., 1985 ; Weissman et al., 1989 ; Weiss et Littman, 1994). La transduction du signal du
TCR se fait par les modules conservés de signalisation ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-
based Activation Motifs) caractérisés par la présence de deux séquences en acides aminés Y-
X-X-I/L séparées par 6-8 acides aminés variables. Les molécules €, y,et 6 du CD3
contiennent chacune un seul motif ITAM, alors que la chaine { contient trois motifs (Reth,
1989). Un des premiers événements détectable & la suite de la stimulation du TCR est la
phosphorylation par la protéine tyrosine kinase (PTK) Lck, des chaines ¢ et du complexe
CD?3 sur leurs résidus tyrosine (Samelson et al., 1986). La phosphorylation de deux résidus
tyrosine d’un motif ITAM par Lck permet le recrutement de la PTK cytoplasmique Zap-70
au TCR qui va interagir par ses deux domaines SH2 avec les motifs ITAM phosphorylés des
chaines { du TCR et ¢ du CD3 (Hatada er al., 1995). Cette interaction permet a Lck
d’interagir avec Zap-70 et la phosphoryler sur son résidu tyrosine en position 493,
permettant ainsi 1’activation catalytique de Zap-70 (Chan et al., 1991, 1992 ; Kong ef al.,
1996). Une fois que ces événements précoces se soient produits, Zap-70 activée recrute et
phosphoryle divers substrats cellulaires incluant les protéines Lat et SLP-76 (Zhang et al.,
1998 ; Jackman ef al., 1995 ; Raab et al., 1997 ; Wardenburg et al., 1996), qui vont ensuite

permettre de déclencher les voies d’activation de la protéine Ras et des MAP kinases Erk1/2,



INK et p38 (Izquierdo et al., 1993; Weiss et Littman, 1994; Rudd er al., 1994; Franklin et
al., 1994), ainsi que la libération du calcium intracellulaire (Altman et al., 1990). Ces
événements conduisent a I’activation des facteurs de transcription cellulaire, tels que le NF-
AT et I’AP-1 requis pour I’activation du géne codant pour I’IL-2 (Rudd, 1996). La co-
stimulation du CD28 va compléter les signaux du TCR en renforgant certaines cascades de
signalisation et en initiant d’autres signaux qui vont augmenter I’activation transcriptionnelle
du promoteur de I’IL-2, particuliérement a travers la MAP kinase JNK requise pour la

formation des complexes AP-1 (Rudd, 1996).

Bien que les événements intracellulaires déclenchés par les APL inducteurs d’anergie
et les mécanismes moléculaires responsables du maintien de I’anergie des cellules T ne sont
pas bien définis, certaines études incluant la ndtre, ont montré que les cellules anergiques
présentent une déficience au niveau des événements précoces de signalisation nécessaire a
l'induction de I'expression de I'IL-2. Ainsi, la stimulation des lymphocytes T CD4* humains
ou murins avec les APL agonistes partiels engendre des événements de signalisation
modifiés caractérisés par la non-activation de la PTK Lck. Ceci entraine la phosphorylation
défective des chaines { du TCR et € du CD3 et, par conséquent, le recrutement de la PTK
Zap-70 non phosphorylée et inactive au complexe TCR/CD3 (Sloan-Lancaster et al., 1994;
Madrenas et al., 1995; Migita et al., 1995 ; Couture et al., 1997 ; Tang et al., 1998;
Bouhdoud et al., 2000). De plus, dans les cellules T rendues anergiques par absence de co-
stimulation, la protéine Ras et les MAP kinases Erk1/2 et JNK sont inhibées (Fields et al.,
1996 ; Li et al., 1996), résultant ainsi dans la non-activation des facteurs de transcription
cellulaire NF-AT et AP-1 nécessaires pour l'activation du géne codant pour I'lL-2. Par
contre, et malgré de nombreuses recherches, il n’existe toujours pas de modéle unifiant
I’ensemble des événements de signalisation responsables de I’anergie. Ceci est dii, entre
autres, a la complexité des événements de signalisation induits et & l'utilisation de différents
systémes expérimentaux. Il s’agit en général les cellules T humaines versus les cellules T
murines, les cellules TH1 versus les cellules TH2, les cellules T CD4* versus les cellules T
CD8*. En plus il n’existe aucune étude comparative des différents modéles d'anergie des
cellules T utilisant la méme lignée cellulaire pour caractériser les mécanismes moléculaires

responsables de I’anergie des cellules T.



A cause de l'extréme variabilité du génome viral durant I'infection au VIH-1 et le fait
que certains APL agonistes partiels peuvent induire I'anergie des cellules T via le TCR, nous
avons considéré qu’il est trés probable que les CTL spécifiques au VIH-1 peuvent étre
rendues anergiques suite a la stimulation avec les souches variantes du VIH-1. Ainsi, nous
avons, d’une part, démontré, et ce pour la premiére fois, la capacité d’un peptide dérivé d’un
variant du VIH-1 a induire I'anergie des CTL spécifiques au VIH-1 et a inhiber leur activité
cytotoxique in vitro pour ensuite caractériser les événements de transduction du signal induit
par ce variant. D'autre part, nous avons comparé, en utilisant le méme systéme cellulaire
(CTL Een217 anti-VIH-1), deux modeéles d’anergie induits suite a la stimulation des cellules
T avec I'APL anergique en présence de la co-stimulation ou bien avec I’AcM anti-CD3 en
absence de co-stimulation. La caractérisation de ces deux modéles d’anergie nous a permis
de montrer 1’existence de mécanismes moléculaires distincts responsables de 1’anergie des

cellules T.

Objectifs de 1a recherche : Nous avons établi au début de notre recherche, des objectifs
précis qui ont guidé la progression de nos travaux.

- Déterminer si les peptides dérivés de la gp120 de variants du VIH-1 peuvent induire
I'anergie des CTL CD4* du clone Een217. Ce clone CTL est spécifique pour I’épitope 410-
429 de la gp120 de la souche PV22 du VIH-1.

- Caractériser les événements précoces de transduction du signal du TCR induits dans les
CTL CD4* stimulées par les peptides variants anergiques du VIH-1 (phosphorylation de la
PTK Zap-70 et des chaines associ¢es au TCR).

- Etudier l'effet de I'IL-2 humaine recombinante exogéne sur la réversion ou la prévention de
I'anergie induite dans les CTL CD4™ par les peptides variants anergiques du VIH-1.

- Caractériser et comparer les activités fonctionnelles des CTL CD4* rendues anergiques,
par absence de co-stimulation a ’aide de I’AcM anti-CD3 ou via le TCR par les peptides
variants anergiques du VIH-1, aprés la stimulation productive des cellules.

- Caractériser et comparer les événements précoces et tardifs de transduction du signal du
TCR induits dans les CTL CD4* rendues anergiques, par absence de co-stimulation a I’aide
de I’AcM anti-CD3 ou via le TCR par les peptides variants anergiques du VIH-1, aprés la
stimulation productive des cellules. Déterminer les mécanismes moléculaires responsables
de I’anergie des cellules T dans le cas de I’infection au VIH-1.
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1-  Virus de I'immunodéficience humaine (VIH)
1-1 Classification

Le développement du syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA) est le résultat
de l'infection progressive par le VIH-1, dont le cours est affecté par I'interaction entre les
facteurs viraux et les facteurs cellulaires de 1'hote (Graziosi et al., 1998; Rosenberg et al.,
1991). Le VIH est un virus 8 ARN, non oncogéne et cytopathogéne, membre de la famille
Retroviridae qui est composée de sept genres dont les Lentivirus. Le genre des Lentivirus
comprend les lentivirus bovins, lentivirus équins, lentivirus félins, lentivirus ovins/caprins et
les lentivirus de primates dont fait partie le VIH (Murphy et al., 1995). Le VIH comprend
deux sérotypes principaux, le VIH-1 et le VIH-2 (Clavel et al., 1986, Coffiner al., 1986).
Les différences sérologiques majeures entre le VIH-1 et le VIH-2 résident principalement au
niveau des glycoprotéines de l'enveloppe. Les anticorps contre le VIH-2 montrent
généralement des réactions croisées avec les protéines Gag et Pol du VIH-1, mais pas avec

les protéines de I’enveloppe du VIH-1 (Clavel et al., 1987, Gnann ef al., 1987).

Les anticorps dirigés contre les glycoprotéines de I'enveloppe du VIH-2 montrent des
réactions croisées avec les protéines de l'enveloppe des souches du virus de
I'immunodéficience simien (SIV), un groupe complexe de lentivirus de primates. Certains
isolats de SIV peuvent causer une maladie similaire au SIDA chez certaines espéces de
primates (macaque Rhésus), alors qu'ils sont relativement non pathogéniques pour leurs

espéces d'origines (singes verts d’Afrique) (Gardner et Luciw, 1989).
1-2  Progression de I'infection au VIH-1

La progression de l'infection au VIH-1 peut étre divisé en 4 stades. Le premier stade
appelé infection initiale ou infection primaire aigug, est caractérisée par une haute

réplication virale (Daar et al., 1991), et une perte massive de cellules CD4*. Le systéme



immunitaire répond par une expansion clonale massive des lymphocytes T cytotoxiques
spécifiques (CTL) CD8* et par l'apparition de réponses humorales (Graziosi ef al., 1998)
(fig. 1). Le deuxiéme stade, appelé aussi la période de latence clinique ou phase
asymptomatique, est d'une durée de 2 & 15 ans. Durant cette phase, la destruction tres
importante des cellules T se poursuit mais en paralléle avec un taux élevé de production de
cellules T (rotation de la population des cellules T), stabilisant ainsi la fonction immune des
cellules. La réplication virale est relativement importante dans le sang périphérique (Ho et
al., 1989 ; Graziosi ef al., 1998). Bien qu'elles soient vigoureuses, les réponses humorales et
cellulaires sont généralement incapables d'éradiquer I'infection. La réplication du VIH-1
durant le stade asymptomatique persiste particuliérement dans les ganglions lymphatiques
(Pantaleo et al., 1993). Le troisiéme stade est caractérisé par le développement de l'infection
symptomatique associée au VIH. Les individus a ce stade montrent des signes de
lymphadénopathie, de perte de poids, d'infections récurrentes et de neuropathie périphérique.
L'apparition de I'un de ces symptomes est un indicateur de la progression de l'infection vers
le stade SIDA dans les 2 a 3 années suivantes. Le stade SIDA est la derniére étape de la
maladie durant laquelle la charge virale augmente dramatiquement et le virus peut étre isolé

a partir de 1 % de cellules T CD4* (McMichael et Phillips, 1997).



Figure 1. L'infection associée au VIH-1: relation entre la fonction immune et la
charge virale.

Profil général du déroulement de l'infection au VIH-1 chez un individu infecté au VIH.
La réponse CTL est présentée sous forme de % de CTL effecteurs dans les PBMC, les
titres d'anticorps neutralisants et le nombre des cellules CD4™* sont indiqués, et la
charge virale est présentée sous forme de copies d'ARN/ml de sang. Réf. McMichael
et Phillips, 1997.
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1-3 Structure et organisation génomique du VIH-1

Le virion mature du VIH-1 a une structure icosahédrique (Gelderblom, et al., 1987)
d'environ 100 nm de diamétre (fig. 2-A). La nucléocapside centrale ou "core" du virion est
composée de la capside a l'intérieur de laquelle se trouve le génome viral composé de deux
molécules d'ARN simples brins identiques étroitement liées a I'ADN polymérase virale
ARN-dépendant appelée transcriptase inverse (p66/p51), et des protéines de la
nucléocapside p9 et p6 (Mervis ef al., 1988). La partie interne de la membrane virale est
tapissée par la protéine pl7 myristilée qui constitue la matrice pour le maintien de la
structure virale (Gelderblom et al., 1989; Yu et al., 1992). La surface du virus est formée de
72 protubérances contenant des glycoprotéines de l'enveloppe en triméres ou tétrameres
(Ozel et al., 1988). Ces glycoprotéines sont insérées dans la bicouche lipidique issue de la
membrane cytoplasmique de la cellule hote. Les glycoprotéines de I'enveloppe sont dérivées
d'un précurseur de 160 kDa, qui est clivé par une protéase cellulaire en la glycoprotéine
externe de surface, la gp120 et en la glycoprotéine transmembranaire, la gp41, qui est ancrée

dans l'enveloppe virale par sa partie hydrophobe (McCune et al., 1988; Earl et al., 1990)

L’ARN génomique du VIH-1 d'environ 9.8 Kb (fig. 2-B), est caractérisé par la
présence de deux longues séquences terminales répétitives appelées LTR, qui encadrent les
génes structuraux gag, pol et env (Hahn et al., 1984). Contrairement aux autres rétrovirus, le
génome du VIH-1 renferme au moins six génes régulateurs fat, rev, nef; vif, vpu et vpr, qui
codent pour les protéines auxiliaires impliquées dans la régulation de l'expression des genes

viraux.

Les précurseurs Gag (55) et Gag/Pol (160) sont synthétisés a partir d’un ARNm non
épissé. Le précurseur Gag est clivé par la protéase virale en 4 petites protéines, p24, p17, p9
et p6 (Navia ef al., 1989; Tritch et al., 1991; Wlodawer ef al., 1989). Le précurseur Gag/Pol

est clivé en protéase (p10), transcriptase inverse/ARNase H (p66/p51), et en intégrase (p32)
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(Lightfoote ef al., 1986; Mous et al., 1988). Les protéines virales accessoires Vif, Vpr et
Vpu sont synthétisés & partir d’ARNm simplement épissés, alors que Tat, Rev et Nef sont

synthétisées a partir &’ ARN multi-épissés (Schwartz et al., 1990a, 1990b, 1991).
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Figure 2.

A: Représentation schématique de la coupe transversale du VIH-1.

Le virus est encapsulé¢ dans une enveloppe lipidique contenant 72 protubérances
externes composées de la gp120 de surface (SU) et de la gp41 transmembranaire
(TM), et contenant des protéines d’origine cellulaire (HLA de classe I et II).
L'intérieur du virus est composé de I’ARN viral associ¢ aux produits des précurseurs
Gag et Gag/Pol. Les produits protéolytiques du précurseur Gag comprennent la
matrice pl17 (MA), la capside p24 (CA), la nucléocapside p2, p7 (NC), pl et p6. Les
produits protéolytiques du précurseur Gag/Pol comprennent la transcriptase inverse
(RT), I’intégrase et la protéase. Réf. NIH Publication, 94-1536.

B: Représentation schématique du génome du VIH-1.
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1-4 Récepteurs cellulaires du VIH-1

Le VIH-1 nécessite deux récepteurs pour entrer dans les cellules susceptibles, il s'agit
du récepteur CD4 et des récepteurs de chimiokines qui agissent en fait comme co-récepteurs
pour le VIH-1 (Doms et Peiper, 1997; Rucker et Doms, 1998). La protéine mature CD4 est
une molécule de 55 kDa composée de 4 régions semblables aux régions extracellulaires
d’immunoglobulines (V1 a V4), d’une région transmembranaire et d’un segment
cytoplasmique (Maddon ef al., 1985). Les récepteurs de chimiokines sont une famille de 7
récepteurs hétérodimériques couplés aux protéines G transmembranaires (Premack et Schall,
1996). Deux principaux récepteurs de chimiokines sont impliqués dans I'infection au VIH, il
s’agit des récepteurs : CCRS et CXCR4. CCRS5 est le récepteur de chimiokines majeur utilisé
par les souches du VIH-1 M-tropiques (Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996). Les souches
du VIH-1 M-tropiques également appelées RS, se répliquent dans les macrophages primaires
et dans les cellules T, mais n'infectent pas les lignées de cellules T transformées. Ils se
répliquent plus lentement et ils sont moins virulents que les virus T-tropiques. Les souches
du VIH-1 T-tropiques ou X4 utilisent le récepteur de chémokine CXCR4 pour entrer dans

les cellules hétes, principalement dans les lymphocytes T (Feng et al., 1996).
1-5 Tropisme cellulaire du VIH-1

Le VIH-1 infecte les cellules CD4* incluant les lymphocytes T CD4%, les cellules de
lignée monocytaire et les cellules dendritiques immatures (Cameron ef al., 1992; Knight er
al., 1997). Les cellules dendritiques et les cellules de lignées monocytaires sont les
premiéres cellules infectées par le VIH-1 (Graziosi ef al., 1998). Ces cellules servent
également de réservoirs qui assurent la perpétuité de la propagation virale (Phillips ef al.,
1998). Le VIH-1 peut aussi infecter une grande variété de cellule exprimant des niveaux non
détectables de CD4 comme les cellules B, les cellules NK, les cellules folliculaires

dendritiques, les cellules endothéliales de la moelle osseuse, les cellules gliales, les
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oligodendrocytes, les astrocytes, les fibroblastes, les cellules de Langerhans, les cellules
coloréctales, les cellules tubulaires rénales, les hépatocytes, les cellules de la rétine, les
cellules de la prostate et les cellules du systéme nerveux central (Levy ef al., 1985 ; Bagasra
et al., 1992; Cann et al., 1990; Cheng-Mayer et al., 1990; Chehimi et al., 1991; Patterson et
Knight, 1987; Tateno et al., 1989 ; Gray., 1989).

1-6  Glycoprotéines de I'enveloppe du VIH-1

Les glycoprotéines de l'enveloppe du VIH-1 sont synthétisées sous forme d'une
protéine précurseur de 861 acides aminés, la gp160. Le transcrit de la gp160 est un ARNm
simplement épissé, bicistronique qui code pour la glycoprotéine de l'enveloppe Env et la
protéine Vpu. Aprés la traduction, la protéine précurseur gp160 est dirigée vers le réticulum
endoplasmique rugueux par une séquence signal N-terminale (Allan ef al., 1985; Robey et
al., 1985), ou elle sera ancrée par une région transmembranaire (Berman et al., 1988; Haffar
et al., 1988). Aprés sa translocation dans le réticulum endoplasmique (RE), la gp160
s'oligomérise pour former des dimeres, et probablement des triméres (Earl et al., 1990,
1991). La gp160 est ensuite clivée lors de son transit a travers 1'appareil de Golgi, par les
protéases cellulaires, pour former les deux sous-unités, la gp120 et la gp41, qui restent
associées de fagon non covalente (Dewar et al., 1989; Earl et al., 1991; Stein et Engleman,
1990). Les tétraméres des complexes gpl20/gp41 forment les spicules observées sur les
virions VIH-1 nouvellement synthétisés (Gelderblom et al., 1987). La gp160 est hautement
glycosylée. En effet, plus de la moiti€¢ du poids moléculaire final de la glycoprotéine de
I’enveloppe provient de I’addition de chaines de sucres en embranchements (Kozarsky et al.,

1989; Matthews et al., 1987).
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1-7 Cycle de vie du VIH-1

Le cycle viral du VIH peut étre divisé en deux étapes: une étape regroupant
I’ensemble des événements permettant 1’établissement de I’infection et une étape

caractérisant |’expression de I’infection.

1-7.1 Etablissement de I'infection

1-7.1.1 Fixation de la gp120 du VIH-1 au récepteur CD4 et pénétration du virus

L'infection au VIH-1 commence lorsque le virus se lie au récepteur CD4 a la surface
de la cellule cible par sa protéine de surface gpl120. Le site de fixation de la gp120 au
récepteur CD4 est formé de quatre régions non contigués de la gp120 qui sont mises en
continuité grace a la structure secondaire et tertiaire de la protéine (fig. 3) (Lasky et al.,
1987, Olshevsky et al., 1990; Sun et al., 1989). La région de fixation du récepteur CD4 se
trouve dans une structure en poche de la gp120 dont le fond hydrophobe interagit avec les
acides aminés hydrophobes en saillies a la surface de la molécule CD4 (Olshevsky et al.,

1990).

Suite a la fixation de la gp120 au CD4, un changement conformationnel prend place
permettant a la gp120 de se lier au co-récepteur chémokine approprié (Littman, 1998). Ce
changement de conformation permet également a la région fusogénique de la gp4l
d'interagir avec la membrane de la cellule cible, permettant ainsi la fusion de I'enveloppe
virale avec la membrane de la cellule héte (Littman, 1998). Un autre événement impliquant
le clivage de la boucle V3 de la gpl120 par des protéases cellulaires, semble également
influencer l'entrée du VIH-1 dans les cellules hétes (Kido et al., 1990, Murakami et al.,
1991). La troisiéme région variable V3 de la gp120 forme une boucle grice 4 la présence des
résidus cystéines aux positions 301 et 336. La plupart des acides aminés de la boucle V3

sont trés variables entre les différentes souches du VIH-1 a I'exception des acides aminés
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Gly-Pro-Gly-Arg (GPGR) hautement conservés au sommet de la boucle. Cette séquence
pourrait contenir des sites de clivage pour les protéases cellulaires telles que la protéase TL-
2 “’trypsin-like’’ (Clements et al., 1991 ; Kido et al., 1991). Le clivage de la boucle V3
semble faciliter le changement conformationnel de l'enveloppe qui permet a la région
fusogénique virale, au niveau de la gp41, de fusionner avec la membrane de la cellule

(Sattentau et Moore, 1991).
1-7.1.2 Transcription inverse et intégration du génome viral

Apres I'événement de fusion, la particule virale est internalisée puis décapsidée
(Varmus, 1988), et 'ARN génomique viral est rapidement converti en ADN dans le
cytoplasme. En effet, la réplication virale commence avec la génération du premier brin
d'ADN, copie de I’ARN génomique viral, grice a la transcriptase inverse virale. La
ribonucléase H dégrade partiellement la matrice d’ARN original permettant au second brin
d'ADN d'étre synthétisé. L'ADN double brin est ainsi formé et il contient une séquence LTR
a chaque extrémité. L'ADNc de I'ARN viral forme en présence de la protéine de la matrice
virale et de l'intégrase, le complexe de préintégration. Le complexe de préintégration est
transporté vers le noyau cellulaire ot ' ADN viral peut soit s'intégrer dans le génome de la
cellule hote par l'intégrase virale, soit se circulariser (Varmus, 1988). L'intégration du VIH-1
se fait par des liaisons covalentes entre les extrémités de 'ADN hoéte et de 'ADN viral
(Bushman ef al., 1990). Les deux formes d'ADN, circulaire et intégré, sont stables dans les
cellules infectées, alors que seul 'ADN intégré ou provirus peut se répliquer lors de la

division cellulaire (Huang et al., 1998).
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Figure 3. Représentation schématique de la structure secondaire de la
glycoprotéine de surface gp120, du VIH-1 HX10.

La figure montre les cinq régions variables (V1 a V5) de la gpl120 séparées par les
cing régions conservées, ainsi que les domaines et les sites impliqués dans l'interaction
de la gp120 avec le récepteur CD4. Réf. Nara, 1991.
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1-7.2 Expression du virus au cours de l'infection

Aprés son intégration dans le génome cellulaire, 'ADN proviral peut rester silencieux
avec restriction du cycle de réplication, jusqu’a ce que la cellule infectée soit activée

(Greene, 1991 ; Graziosi et al., 1998; McCune, 1995)
1-7.2.1 Evénements précoces de I'expression virale

Les ARNm précoces produits par les cellules infectées suite a I’intégration du virus,
correspondent aux transcrits doublement €pissés. Ces transcrits codent principalement pour
les genes régulateurs majeurs fat, rev et nef(Greene, 1991; Kim et al., 1989). Bien que les
ARNm nef représentent la majorité de ces transcrits précoces, la protéine Tat est la premiére
produite en raison de sa capacité de transactiver les promoteurs influengant la transcription.
Il semble que c'est la prédominance de 1'un des produits de ces deux génes viraux (fat et nef)
qui détermine si l'infection au VIH-1 rentre dans un état productif ou latent. Ainsi,
l'expression de la protéine Tat active la production du virus (Dayton et al., 1986, Fisher et
al., 1986), alors que l'expression de la protéine Nef par certaines souches du virus peut
induire la latence (Luciw et al., 1987). La protéine Rev est responsable de 1'équilibre entre
l'expression des protéines Tat et Nef pour favoriser la production des ARNm non-épissés
codant pour d'autres produits viraux essentiels a la production de virus infectieux (Feinberg

et al., 1986, Sodroski et al., 1986).

L'ARN viral est produit par I'ARN polymérase II cellulaire a partir de ' ADN viral. 11
s'agit d'une molécule d'ARN pleine-longueur qui s'étend de l'extrémité 5' de la région du
LTR 5' jusqu'a I'extrémité 3' de la région R du LTR 3'. Les transcrits primaires contiennent
les éléments TAR 5’ et poly A 3’ terminales. Le brin sens de 'ADN viral est le seul qui est
transcrit puis traduit en protéines virales. Deux copies de transcrits primaires d’ARN pleine-

longueur sont incorporées dans chaque particule virale bourgeonnante. Ces transcrits
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primaires forment un dimére stable par leur extremité 5’ et constituent le génome du virion.
Les transcrits primaires pleine-longueur contiennent de multiples sites d'épissage qui sont
utilisés pour produire une large famille de transcrits epissés de fagon simple ou multiple. Les
transcrits non-€pissés et épissés sont par la suite transportés vers le cytoplasme o ils servent

a diriger la synthése des protéines virales (Schwartz ef al., 1990a; Purcell et Martin, 1993).

1-7.2.1.1 Facteurs cellulaires impliqués dans le contrdle de 1I'expression des génes du
VIH-1

Bien que le LTR du VIH-1 peut 4 lui seul remplir la fonction de promoteur de virus,
la transcription des ARNm précoces par I’ARN polymérase II cellulaire semble compter sur
la fixation au niveau du LTR de facteurs de transcription cellulaire. Le VIH-1 contient la
TATA box qui est similaire a celle trouvée dans la plupart des promoteurs eucaryotiques.
(Jones et al., 1988). Trois sites de fixations pour le facteur de transcription cellulaire
mammalien SP-1 ont été identifiés du coté 5' de la TATA box du VIH-1 (Jones et al., 1986).
SP-1 est un activateur transcriptionnel puissant qui est important pour la transcription basale
du VIH-1 et également pour l'induction de la transcription par Tat (Harrich et al., 1989;

Berkhout et Jeang, 1992).

La transcription induite du VIH-1 est régulée principalement par la famille de facteurs
de transcription NF-xB. La stimulation de la transcription du VIH-1 par les mitogénes et le
phorbol ester est médiée par deux sites identiques de fixation de NF-«kB situés dans la région
du promoteur du VIH-1 (-80 & -105 pb) (Nabel et Baltimore, 1987). Lors de I'activation des
cellules T, le NF-xB va se dissocier de son inhibiteur IxB, auquel il est normalement
associé, apres phosphorylation de ce dernier (IxkB) par la protéine kinase C (PKC), ce qui
permet la translocation du NF-kB vers le noyau pour se fixer a son site sur le LTR proviral
(Nolan et al., 1991; Qian et al., 1994). D'autres facteurs cellulaires agissent en amont du

promoteur. Il s'agit entre autres, du facteur nucléaire des cellules T activées (NF-AT) (Lu et
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al., 1990; Gaynor, 1992), et de la protéine d'activation AP-1 (Franza et al., 1988 ; Cooney et

al., 1991). Le site de fixation du NF-AT au niveau du LTR proviral serait localisé entre les

deux sites de fixation de NF-xB (Montano ef al., 1996 ; Kinoshita ef al., 1998).
1-7.2.2 Evénements tardifs de I'expression du virus

L'assemblage des virions prend place au niveau de la surface interne de la membrane
plasmique (Bryant et Ratner, 1990; Pal et al., 1990). Les glycoprotéines de l'enveloppe du
VIH-1 nouvellement synthétisées sont insérées dans la membrane de la cellule hdte et

s'assemblent aux particules virales durant le processus de bourgeonnement.

L'ARN génomique du virus est capturé par la polyprotéine précurseur de la capside
Gag/pol (160) gréce a une séquence d'encapsidation appelée Psi. Cette séquence est localisée
sur I'ARN viral prés du site d'initiation du précurseur de la capside (Aldovini et Young,
1990; Lever et al., 1989). Seulement deux copies de 'ARN viral sont incorporées par
particule virale (Darlix et al., 1990). Une fois assemblées, les nucléocapsides bourgeonnent
a travers la membrane plasmique cellulaire ou elles acquiérent une bicouche lipidique
externe contenant les glycoprotéines de I'enveloppe. Aprés le bourgeonnement, la protéase
du VIH-1 clive les protéines de structure et les enzymes virales, conduisant ainsi a la
maturation des particules virales. La protéase virale, clivée durant ou immédiatement aprés
le processus d’encapsidation a partir du précurseur Gag/Pol, en un monomére de 10 kDa
(Debouck et al., 1987), est active sous forme homodimérique (Nutt ef al., 1988). Le
précurseur de la capside (Gag, p5S5) est clivé par la protéase en quatre polypeptides majeurs.
Le polypeptide p17, qui reste associé a la surface de la membrane (Gelderblom et al., 1987),
forme la protéine de la matrice. La protéine majeure de la capside (p24) forme une structure
tubulaire autour de la ribonucléoprotéine qui contient I'ARN viral (Gelderblom et al., 1987).
La protéine de 9 kDa ou protéine de la nucléocapside, qui se fixe & ' ARN viral (Darlix et al.,

1990, Gorelick et al., 1990), et la protéine de 6 kDa dont les séquences sont requises pour la
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libération des particules virales & la surface des cellules infectées (Gottlinger et al., 1991).
La protéase virale clive aussi le précurseur Gag/Pol en ADN polymérase sous forme
d’homodimeére de 66 kDa et en intégrase de 32 kDa (Lightfoote et al., 1986; Mous et al.,
1988). Plus tard dans la maturation, I'homodimére de 66 kDa est clivé en une forme de

I'enzyme virale ADN polymérase-ribonucléase H de 66/51 kDa.
1-8 Cytopathogénicité et effets cytopathogéniques du VIH-1

La pathogenése du VIH-1 in vivo se traduit principalement par les effets cytopathiques
du virus et/ou de ces protéines sur les cellules hdtes. La formation de cellules multinuclées
(syncitia) en culture de cellules in vitro, et possiblement chez I'hdte in vivo, est la principale
caractéristique de l'infection au VIH-1. En effet, l'interaction de la glycoprotéine de
l'enveloppe du VIH-1 exprimée a la surface des cellules infectées, avec la molécule CD4
présente a la surface d'autres cellules CD4* non infectées, peut conduire a la fusion cellulaire
et 4 la formation de syncitia (Lifson et al., 1986). D’autres mécanismes qui interviennent
dans la cytopathologie virale, et qui n’impliquent pas I’induction de syncitia, ont été
déterminés. En effet, 'accumulation de hauts niveaux d'ADN du VIH-1 non intégré est
capable d'altérer la perméabilité de la membrane cellulaire et peut conduire a la mort de la
cellule (Leonard et al., 1988). Le bourgeonnement massif de virions du VIH-1 peut conduire
a la perte de l'intégrité de la cellule et par conséquent a la mort cellulaire (Pantaleo e al.,
1993a; Rosenberg et Fauci, 1991). L'accumulation des protéines virales incluant la gp160,
gp41, Nef, et Tat, peut étre toxique pour la cellule (Perez et al., 1992; Sabatier ef al., 1991;
Werner ef al,, 1991). La gpl60 semble étre impliquée dans l'induction de la mort
programmeée des cellules ou apoptose (Lu ef al., 1994). En plus, les lymphocytes exprimant
a leur surface les antigénes viraux sont tués par les mécanismes normaux de la défense
immunitaire, notamment par ’action des cellules cytotoxiques (Koenig et al., 1995;
Cheynier et al., 1994; Autran et al., 1988; Jassoy et al., 1992). Les cellules CD4* normales

ayant fixé la gp120 circulante, peuvent aussi étre détruites par les CTL spécifiques au VIH-1
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(Koenig et al., 1988; Walker et al., 1987, 1990), et par ADCC (cytotoxicité dépendante des
anticorps) (Blumberg et al., 1987; Ojo-Amaize et al., 1987).

Le virus peut induire indirectement la suppression de la fonction immunitaire des
cellules CD4". Cette perte fonctionnelle peut résulter de I’action de facteurs solubles tels que
les cytokines qui affectent la capacité des cellules non infectées d'élaborer une réponse
immunitaire adéquate. En effet, des études in vitro ont montré que la gp120 induit un effet
inhibiteur sur la prolifération des cellules CD4* via l'induction de la production de I'L-10
(Schols et DeClercq, 1996). D’autre part, la fixation au récepteur CD4, de la gp120
circulante libre seule ou sous forme de complexes gp120-anti-gp120, peut induire I'anergie
des cellules T ou conduire a la dépression de la fonction des cellules monocytaires, inhibant
ainsi les réponses immunes fonctionnelles (Pantaleo et al., 1993a; Pietrella et al.,
1998). L'augmentation de la fraction des cellules CD4*CD28- dans l'infection au VIH in
vitro est un autre facteur qui pourrait contribuer a I’anergie des cellules CD4* par absence de

co-stimulation in vivo (Caruso et al, 1994).
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2-  Réponses immunitaires a I'infection au VIH-1

Le VIH-1 déclenche des réponses humorales et cellulaires spécifiques contre une large
variété de produits de génes viraux et ce chez la plupart des individus infectés. Cependant, la
progression de I’infection vers le stade SIDA chez un nombre élevé d’individus infectés
indique que ces réponses immunitaires au virus ne conférent pas la protection adéquate pour
contrdler l'infection de fagon permanente. Ceci est dii d'une part au fait que les cellules
CD4* requises pour initier les réponses immunes protectrices sont tuées ou inactivées par le
virus, et par conséquent les réponses immunes pour éliminer le virus sont compromises.
D'autre part, le génome du VIH-1 présente un degré de variabilité génétique remarquable lui

permettant d'échapper aux réponses immunitaires humorales et cellulaires.
2-1 Réponse humorale

Dans le cas de I’infection au VIH-1, la séroconversion peut avoir lieu quelques jours
apres I’infection. Chez certains individus, les anticorps anti-VIH-1 sont détectés six jours
apres l'infection (Cooper et al., 1985, Gaines et al., 1988), alors que chez d’autres, les
anticorps de séroconversion n'apparaissent que plusieurs mois aprés I'infection (Gaines et
al., 1987, Horsburgh et al., 1989, Tindall et Cooper, 1991). Les anticorps anti-p24
apparaissent dans les deux premiéres semaines de I’infection aigué. Ces anticorps atteignent
leur niveau le plus élevé durant le stade asymptomatique avant de chuter avec la progression

de I’infection a des niveaux non-détectables (Clark et al., 1991, ; Daar et al., 1991) (fig. 1).

Les anticorps neutralisant anti-VIH-1 bloquent l'infection en inhibant i) l'interaction
gp120-CD4, ii) la fusion des membranes virales et plasmiques et iii) l'entrée de la
nucléocapside virale dans la cellule (Berman et al., 1990; Emini ef al., 1990; Girard et al.,
1991). La glycoprotéine de l'enveloppe est la cible majeure des anticorps neutralisants anti-

VIH (Matthews et al., 1986). Au moins 5 régions de la glycoprotéine de I’enveloppe virale
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semblent étre impliquées dans la neutralisation du VIH-1, dont quatre au niveau de la gp120
et de la région immunodominante de la gp41 (Putney et al., 1986, Palker et al., 1988,
Rusche et al., 1988, Goudsmit et al., 1988).

Bien que les anticorps neutralisants soient efficaces au début de l'infection, les
changements génétiques du virus en réponse a la pression exercée par les réponses
immunitaires humorales et cellulaires font que ces anticorps ont moins d'effet sur les
variants du VIH-1 qui émergent durant les stades tardifs de l'infection (Arendrup et al.,

1992; McKeating et al., 1989; Nara et al., 1990).

La cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) semble étre un autre
mécanisme de défense contre I’infection au VIH-1. En effet, les anticorps ADCC sont parmi
les premiers a apparaitre chez les patients récemment séroconvertis (Bolognesi, 1988;
Goudsmit ef al., 1988). Seules les cellules activées exprimant les antigénes de surface du
VIH-1 peuvent servir de cibles pour 'ADCC (Koup et al., 1989). De ce fait, les anticorps
ADCC spécifiques au VIH-1, principalement des IgG1 (Ljunggren et al., 1988), se fixent
aux antigénes viraux (gpl120/41) présents a la surface de cellules infectées qui sont alors
éliminées par les cellules effectrices qui expriment le récepteur Fc (NK/K). 11 a été suggéré
que 'ADCC joue un rdle protecteur chez les individus séropositifs du fait que l'activité
antivirale de la réponse ADCC est plus importante chez les patients asymptomatiques que
chez les patients a des stades avancés de la maladie (Blumberg ef al., 1987, Ahmad et al.,

1994, Merzouki et al., 1994; Rook et al., 1987).
2-2 Réponse cellulaire

L'immunité cellulaire constitue le premier mécanisme de contrdle de la réplication du
VIH-1 (Clerici et al., 1992, 1994). En effet, des réponses prolifératives des cellules T
auxiliaires spécifiques aux peptides du VIH-1, ont été détectées peu de temps aprés

l'infection aigué, et avant que la séroconversion ne prenne place. En plus des réponses des
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lymphocytes T auxiliaires, des réponses importantes des lymphocytes T cytotoxiques CD8*
(CTL) au VIH-1 ont été observées chez les patients infectés avant la séroconversion (Koup,
1994). La réponse immunitaire anti-VIH-1 dirigée par les cellules non-T réside dans la
capacité des cellules NK et autres cellules FcR(+) a éliminer les cellules infectées,
directement ou par le mécanisme d'ADCC, dans un contexte non restreint aux molécules du

CMH (Tyler et al., 1989, Walker et Plata, 1990).
2-2.1 Réponse des lymphocytes T auxiliaires CD4*

Les cellules T CD4* humaines peuvent étre divisés en deux sous-populations
(Mosmann et al., 1986), TH1 et TH2 qui se distinguent par la nature des cytokines qu'elles
produisent. Les THI1 sécrétent 1'IL-2, I’IL-10, I'INF-y et le TNFB. Ces cytokines sont
nécessaires pour l'immunité cellulaire. Elles permettent I'augmentation de I'activité
cytolytique des cellules CD8* cytotoxiques. Les cellules TH2 sécrétent I'IL-4, I'IL-6 et I'IL-
10, qui permettent I'activation des cellules B & produire les anticorps. La perturbation de la
fonction des cellules CD4™, soit quantitative ou qualitative, peut avoir des effets profonds
sur le fonctionnement du systéme immunitaire (Fauci, 1988). Chez les individus infectés par
le VIH-1, les cytokines comme immunorégulateurs, peuvent affecter la progression de
I'infection vers le SIDA en modulant la réplication virale au niveau des cellules cibles (Sher
et al., 1992; Molina, 1993). La réponse de type THI1 est présente principalement chez les
individus asymptomatiques, alors que la réponse de type TH2 est présente chez les patients
symptomatiques (Clerici et al., 1992; Clerici et Shaerer, 1993). Les épitopes reconnus par les
cellules T auxiliaires se trouvent sur les protéines Env, Gag et Pol du VIH-1. Cependant peu

de ces épitopes sont immunodominants.

L'activité cytotoxique des CTL CD4* est dirigée contre les cellules infectées, ou les
cellules exprimant les antigénes du VIH-1 en association avec les molécules du CMH de

classe II (Hammond ef al., 1993; Orentas et al., 1990). Cette réponse CTL est généralement
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associée aux cellules CD4+ de type TH1 (DelPrete ef al., 1991) et elle est spécifique a la

souche virale (Hammond et al., 1993).
2-2.2 Réponses des lymphocytes T cytotoxiques au VIH-1

Bien que les réponses des cellules T CD4* auxiliaires soient compromises, les
individus infectés montent une forte réponse CTL CD87 au VIH-1 (McMichael, 1998). Le
maximum de la réponse CTL coincide avec la chute de la virémie, et ce avant la détection
des anticorps neutralisants (Koup et Ho, 1994) (fig. 1). Aprés la phase initiale, la réponse
CTL se stabilise mais a un niveau inférieur (fig. 1). La fréquence des CTL anti-VIH-1 chez
les patients asymptomatiques est de I'ordre de 10 a 20 précurseurs CTL pour 104 cellules
mononucléaires du sang périphérique (PBMC) et atteint des niveaux trés bas, voire non-

détectables, durant le stade SIDA (Hoffenbach ef al., 1989).

Les glycoprotéines de l'enveloppe virale sont les premiéres cibles des CTL anti-VIH-
1 (Plata et al., 1987; Walker et al., 1987). Ces glycoprotéines servent d'antigénes cibles pour
les CTL CD8* en association avec une variété de produits des génes du CMH classe I,
incluant les molécules HLA-A2, -A3, -A30, -B8, -B14, -B27 (Shirai et al., 1992; Riviére et
al., 1989; Plata et al., 1987; Walker et al., 1987). L'activité CTL restreinte aux molécules du
CMH classe I a aussi été démontrée contre les protéines Gag, Pol, Vif et Nef du VIH-1
(Clerici et al., 1991; Hosmalin et al., 1990; Koenig et al., 1990; Nixon ef al., 1988; Riviére
et al., 1989; Walker et Plata, 1990) (fig. 4). Les épitopes viraux restreints aux molécules du
CMH classe II ont été aussi identifiés et une réponse CTL anti-VIH-1, par les lymphocytes
de phénotype CD4", a été décrite (Johnson et al., 1994; Lekutis et Letvin, 1998; Siliciano et
al., 1988; McMichael et Phillips, 1997). En effet, les clones CTL CD4* restreints aux
molécules HLA-DR2 et HLA-DR4 du CMH classe II ont été dérivés par stimulation in vitro,
des cellules T du sang périphérique d'un individu normal, avec la gp120 recombinante

(Siliciano et al., 1988). Les CTL CD4* ont été également isolés du sang d'individus vaccinés
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avec les protéines recombinantes de l'enveloppe du VIH-1 (Orentas et al., 1990). De plus,
d’autres groupes ont réussi a isoler des CTL CD4* spécifiques aux protéines gp120 et Gag
du VIH-1, d’une part chez des patients infectés par le VIH-1 (Curiel et al., 1993; Littaua et
al., 1992), et d’autres part chez des individus infectés et immunisés avec la gp160
recombinante (Hammond er al., 1992). Cependant, il reste a établir clairement, in vivo, le

niveau de participation des CTL CD4* dans la réponse cytotoxique au VIH-1.
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Figure 4. Cartographie des épitopes reconnus par les CTL dans les produits des
geénes du VIH-1.

Le VIH-1 induit des réponses CTL importantes dirigés contre une large série
d’épitopes au niveau des produits des génes env, gag, pol et nef du VIH-1.

Les peptides identifiés par leur positionnement des acides aminés, sont capables
d’induire des réponses CTL.
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3- Mécanismes d'échappement du VIH-1 a la réponse CTL

3-1 Variabilité génétique du VIH-1

Une des principales caractéristiques du VIH-1 est son extréme diversité génétique qui
touche en particulier le géne de I’enveloppe (Hahn et al., 1985.; Louwagie ef al., 1995). 11
est estimé que 100 millions de virus mutants peuvent étre produits chaque jour chez un
individu infecté, résultat du taux de réplication élevé et de la faible précision de la
transcriptase inverse virale (Roberts et al., 1988; Saag et al., 1988 ; Hu et Temin, 1990 ;
Koup, 1994), exposant ainsi le syst¢tme immunitaire du patient infecté a chaque mutation
ponctuelle possible (McMichael et Phillips, 1997). L'émergence d'épitopes CTL mutés

pourrait faciliter la persistance, et 1'échappement d'une large rangée de variants du VIH-1.
3-1.1 Délétion de I'épitope CTL

La variabilité génétique du VIH-1 peut conduire a la délétion compléte des épitopes
CTL immunodominants. Au moins, deux exemples de déletions d'épitopes CTL ont été
repertoriés (Tableau 1). En effet, Koenig et collaborateurs (1995) ont montré que suite a un
transfert adoptif dans un donneur infecté, d'un clone CTL restreint & la molécule du CMH
classe I HLA A3 et spécifique a un épitope de Nef (a.a. 69 & 78), plus de 20 % d'isolats
viraux ont accumulé des déletions de cet épitope Nef. Alors que Price et collaborateurs
(1997) ont montré, chez un patient avec une infection primaire aigué, la présence d’une
réponse CTL monospécifique et efficace a un épitope de Nef (a.a. 86 a 93) présenté par la
molécule HLA B8. Quelques semaines plus tard, chez ce méme patient, le virus original a

été¢ complétement remplacé par des mutants qui ne codent plus pour cet épitope CTL.
3-1.2 Perte de la capacité de présentation de I'épitope CTL par les molécules du CMH

La variation dans les épitopes CTL clefs peut aussi empécher la fixation de ces

épitopes viraux par les molécules du CMH et par conséquent, elle peut résulter dans la perte
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de leur présentation a la surface de cellules infectées. Les exemples repertoriés d'épitopes
variants qui échappent a la reconnaissance par les CTL par mutation des résidus d'ancrage
aux molécules du CMH incluent deux variants d'un épitope Nef restreint 4 la molécule HLA
All (Couillin et al., 1994), et un variant de I'épitope de I'enveloppe restreint 4 la molécule

HLA B44 (a.a. 30 a 38) (Borrow et al., 1997) (Tableau 1).
3-1.3 Perte ou altération de la reconnaissance du complexe épitope/CMH par le TCR

Certaines mutations n'affectent pas la fixation du peptide variant a la molécule du
CMH, mais plutdt la reconnaissance et l'activation subséquente de la fonction effectrice des
CTL. Ces peptides variants sont appelés ligands peptidiques alterés (APL). Les APL peuvent
perturber la réponse CTL de différentes fagons : i) perte de reconnaissance par les CTL,
ainsi ’APL, bien que potentiellement immunogénique, n'est pas reconnu par la réponse CTL
dominante qui existe déja dans le sang périphérique de l'individu infecté (Phillips ef al.,
1991; McAdam et al., 1995) ; ii) altération de la reconnaissance par les CTL, ainsi, la
présence de substitutions d'acides aminés au niveau du site de liaison avec le TCR, peuvent
altérer la reconnaissance de ’APL par le TCR sans pour autant affecter I’interaction du
complexe CMH/APL avec le TCR (Reid et al., 1996). Cette altération peut entrainer

’antagonisme des CTL.

L’antagonisme des CTL par les variants naturels du VIH-1 peut jouer un rdle
important dans la persistance du virus. En effet, il a ét¢ démontré que les variations
naturelles dans les épitopes CTL de la protéine Gag du VIH-1 généraient des APL capables
d’antagoniser in vitro, I’activation des CTL par 1’épitope spécifique (Jameson et al., 1993;
Klenerman et al., 1994, 1995; Meier et al., 1995; Sewell et al., 1997; Purbhoo et al., 1998)
(Tableau 1). Ceci pourrait avoir pour résultat, I’inhibition de la capacité des CTL de
reconnaitre les cellules infectées par le virus sauvage permettant ainsi la persistance de ce

dernier in vivo.
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Des travaux utilisant des systémes cellulaires restreints aux molécules HLA du CMH
humain classe II, ont permis d'identifier des APL capables d’induire I'anergie dans les
lymphocytes T CD4* (Sloan-Lancaster et al., 1993, 1994a). Ce sont les APL inducteurs
d’anergies appelés également APL agonistes partiels. Bien que I'induction de I'anergie par
les APL agonistes partiels ait été décrite presque exclusivement pour les cellules T
auxiliaires CD4* (THI et TH2) restreintes aux molécules HLA classe II, certains cas
d'anergie des CTL restreints aux molécules HLA classe I ont été reportés (Otten et Germain,
1991; Bhandoola et al., 1993; Hollsberg et al., 1995). Jusqu'a présent, ce phénoméne n'a pas
encore €té démontré dans les CTL CD8* ou CD4* spécifiques au VIH-1. Un tel mécanisme
permettrait non seulement aux variants du VIH-1 de se soustraire 4 la réponse CTL, mais
peut aussi faciliter la persistance de souches virales qui pourraient étre reconnues et

éliminées par les CTL CD8* ou CD4* spécifiques.
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Tableau 1. Exemples documentés de variants naturels présentant des mutations
dans les épitopes CTL.

Dans chaque cas, la premiére séquence indique la séquence consensus de I'épitope
sauvage, et les séquences en dessous représentent les séquences mutées. Pour les
mutants, seul le résidu altéré est montré. L'effet de chaque mutant est indiqué.



HLA géne Séquence Effet Référence

B8 gag pl7 GGKKKYKL Phillips et al., 1991
--R---=- Distortion de I’hélice a-1 Reid et al., 1996

B8 gag p24 DIYKRWII Phillips et al., 1991
E------- N’est pas vu par certains CTL

B8 gag pl7 GGKKKYKL Price et al., 1997
----Q--- Ne se lie pas au CMH

B8 nef FLKEKGGL Price et al., 1997
----E--- Ne se lie pas au CMH
----N--- Ne se lie pas au CMH
----Q--- Ne se lie pas au CMH
........ Epitope delété

B8 pol/RT GPKVKQWPL Meier et al., 1995
--R------ Antagonisme
--E------ Ne se lie pas au CMH

B44 env AENLWVTVYY Borrow et al., 1997
-K--mmmm-- Dissociation rapide du CMH

All nef AVDLSHFLK Couillin et al., 1994
-R------- Ne se lie pas au CMH
-Fe---o-- Ne se lie pas au CMH

A3 nef QVPLRPMTYK Koenig et al., 1995
.......... Epitope delété

B8 gag pl7 GGKKKYKLK Klenerman et al., 1994
------ Q-- Antagonisme
----R-R-- Antagonisme
------ R-- Antagonisme

gag p24 GEIYKRWII Klenerman et al., 1994

-D------- Antagonisme

B27 gag p24 KRWIIMGLNK Klenerman et al., 1994
----- L---- Antagonisme

A2 gag pl7 SLYNTVATL Purbhoo et al., 1998
--C-=m-=-- Antagonisme
--8------ Antagonisme
--F--1I-V- Antagonisme
--F-A---- Antagonisme




3-2 Autres mécanismes d’échappement du VIH-1 2 la réponse CTL

Des mécanismes d'évasion du virus a la réponse CTL, autres que celui de la variabilité
génétique, ont été démontrés. Le mécanisme le plus évident pour éviter la réponse immune
est celui de la latence virale, ou le provirus s'intégre mais ne s'exprime pas (Finzi et
Siliciano, 1998). Un autre mécanisme serait la séquestration du VIH-1 dans des sites ol
l'acces des CTL est limité. En effet, les cellules gliales infectées doivent entraver le controle

cellulaire de l'infection de fagon a ce que I'élimination du virus soit impossible.

Une baisse du niveau d'expression des molécules HLA sur les cellules infectées est
une autre stratégie bien établie qui permet au virus d’éviter la réponse CTL. La réduction de
l'expression des molécules HLA classe I a été observée dans les lignées cellulaires infectées
par le VIH-1 et également dans les cellules T de patients infectés (Collins ef al., 1998; Le
Gall et al., 1998). Kerkau et al., (1997) ; Schwartz ef al., (1996), ont montré que les produits
des génes accessoires du VIH-1 tels que la protéine Vpu et Nef, sont capable de diminuer
I’expression des molécules HLA classe I a la surface des cellules infectées, interferant ainsi

avec la présentation et la reconnaissance des antigénes viraux par les CTL CD8".

Le moyen le plus éfficace qui permet au virus d’échapper a la réponse CTL reste le
déclin des cellules T CD4* (Rosenberg et al., 1997). L'initiation et le maintien des réponses
CTL de mémoire sont dépendants des cellules T auxiliaires. Il serait donc trés difficile
d'initier de nouvelles réponses CTL primaires chez les personnes infectées parce que les
cellules T auxiliaires sont déficientes. Ainsi des nouvelles réponses CTL requises a cause
des mutations des virus et a cause de 1'augmentation progressive de la charge virale, ne
seraient pas élaborées ce qui conduit a une augmentation de la charge virale et finalement a

la déffaillance de la réponse immune.
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4-  Activation des lymphocytes T

L'activation des lymphocytes T nécessite la génération d'au moins deux signaux. Le
premier signal est généré a la suite de l'interaction de 'antigéne (Ag) associé aux molécules
du CMH classe I ou II des APC, avec le TCR. Cette interaction spécifique entre I'Ag et le
TCR est accompagnée par des interactions entre les régions non-polymorphiques des
molécules du CMH classe I et II et les co-récepteurs CD8 et CD4, respectivement. Le
second signal est généré a la suite de l'interaction des molécules accessoires B7
(CD80/CD86) sur les APC avec les co-récepteurs CD28 ou CTLA4 présents 4 la surface des
lymphocytes. Une fois initiés, ces signaux sont transduits de la membrane de la cellule au
noyau a travers différentes cascades de signalisation qui agissent en synergie et qui
aboutissent a l'activation de la transcription du géne de I'lL-2 et éventuellement a la

prolifération cellulaire.

4-1 Le complexe TCR/CD3

Le TCR est un complexe composé de deux chaines polypeptidiques glycosylées o et B
qui sont membres de la superfamille des immunoglobulines (Ig), capables de réarrangement
génétique au niveau des segments des génes V/J de la chaine o, et des segments des génes
V/D/J de la chaine B (Weissman et al., 1986). Cette capacité de recombinaison des chaines o
et B et la multiplicité des segments des génes V, D et J contribuent a la diversité génétique
du TCR, pour pouvoir accommoder la panoplie d'antigénes que le systéme immunitaire peut

rencontrer (Ashwell et Klausner, 1990 ; Weiss, 1991). Plus de 95 % de cellules T expriment
I'néterodimére off, qui est responsable de l'association du TCR au complexe Ag/CMH
(Dembic et al., 1986), et le reste (2-5 %) expriment 'hétérodimére y0. L'hétérodimére aff est
associé de fagon non covalente avec au moins six chaines invariantes a la surface de la
cellule. Il s'agit des chaines 7y, 6 et € du complexe CD3 exprimées sous forme

d'hétérodiméres ye et 3¢, et de I'homodimére {{ du TCR (Weissman et al., 1988) (fig. 5).
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Les chaines v, 6et € du complexe CD3, membres de la superfamille des Ig, ont un domaine
extracellulaire, une région transmembranaire et un domaine cytoplasmique de plus de 40
acides aminés. La chaine { du TCR est une protéine transmembranaire non glycosylée de 16
kDa exprimée généralement sous forme d'homodimére £, mais un petit pourcentage de
récepteur TCR contient I'hétérodimere 1. La chaine 1} est une protéine de 21 kDa, dérivée
d’un épissage alternatif de ' ARNm de { (Baniyash et al., 1988; Orloff ef al., 1989; Jinet al.,
1990 ; Orloff et al., 1990). Les chaines { et 1 ont une région extracellulaire de seulement 9
acides aminés, une région transmembranaire de 21 acides aminés, et une longue queue
cytoplasmique de 113 et 115 acides aminés respectivement (Weissman et al., 1988;

Baniyash et al., 1989).

L'assemblage de toutes ces sous-unités est nécessaire pour 1’expression du TCR
(Weiss et al., 1986; Clevers et al., 1988; Weiss, 1991; Ashwell et Klausner, 1990). Bien que
le complexe TCR/CD3 ne posséde pas d'activité kinase intrinséque, les chaines 7, & et € du
complexe CD3 et les chaines {C et {n associées au TCR, sont responsables de l'initiation
des cascades de signalisation contribuant a l'activation des lymphocytes T (Wegener et al.,

1992; Irving et Weiss, 1991).
4-1.1 Le motif ITAM ; structure de base pour la transduction du signal du TCR

Les analyses par mutagenese dirigées ont confirmé la présence d'un motif fonctionnel
cytoplasmique de 18 a 25 acides aminés, qui est responsable de presque toutes les activités
biologiques des chaines { du TCR et &€ du CD3 (Reth, 1989). Le motif ITAM (Immune
receptor Tyrosine-based Activation Motif) comprend une paire de séquences consensus Y-x-
x-(L/I) séparées par 6 ou 8 acides aminés variables [Y-x-x-(L/I)x6.8Y-x-x(L/I)], il est
présent en une copie dans chaque sous unité du complexe CD3 (Letourner et Klausner,
1992), en trois copies dans la chaine £ (Irving et al., 1993) (fig. 5), et en deux copies dans la

chaine n (Clayton ef al., 1991). Les sites ITAM interagissent avec les protéines tyrosine
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kinases (PTK) impliquées dans I'activation cellulaire et jouent donc un réle important dans

la transduction des signaux d'activation cellulaire de la membrane au noyau.
4-1.2 Co-récepteurs CD4, CD8, et CD28

Les récepteurs CD4 et CD8 sont deux glycoprotéines qui appartiennent a la
superfamille des Ig (Williams et Barclay, 1988). Ces récepteurs sont spécifiques aux cellules
T et séparent la plupart des lymphocytes T matures en deux populations mutuellement
exclusives, les lymphocytes T auxiliaires (TH), qui expriment généralement le récepteur

CD4, et les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) qui expriment le récepteur CDS.

Le récepteur CD4 est protéine de 55-67 kDa, alors que le CD8 peut étre exprimé sous
forme d'un hétérodimere composé des sous-unités o (34-38 kDa) et B (28-30 kDa), ou sous
forme d'un homodimére o/ol (Littman, 1987; Parnes , 1989). Les co-récepteurs CD4 et CD8
agissent pour augmenter l'avidité de l'interaction du complexe Ag/CMH avec le TCR en
s'attachant aux molécules du CMH classe II et classe I respectivement (Marrack et al.,
1983; Biddison et al., 1984; Parnes, 1989; Swain, 1983). Les co-récepteurs CD4 et CD8
peuvent transmettre des signaux indépendants aux cellules T. En effet, ces molécules sont
associées physiquement avec la PTK Lck de la famille Src, & travers une courte séquence
d'acides aminés de la région C-terminale des domaines cytoplasmiques de CD4 et de CD8
(Rudd et al., 1988; Veillette et al., 1988 ; Yao et al., 1990; Veillette et al., 1990; Shaw et al.,
1989, 1990; Turner et al., 1990). L'interaction du complexe TCR/CD3 avec le CD4 ou le
CD8 lors de l'attachement des cellules T aux APC résulte dans la phosphorylation des

résidus tyrosines des chaines de signalisation du CD3 et du TCR par Lck.

Le récepteur CD28 est une glycoprotéine homodimérique de la superfamille des Ig
(fig. 5). Il est exprimé par 95 % des cellules T CD4* et par 50 % des cellules CD8* (June et
al., 1995). Le CD28 est le récepteur majeur de co-stimulation, qui suite 4 son interaction

avec ses ligands CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2) exprimés sur les APC génére des signaux qui
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augmentent la transcription du géne de I'IL-2, contribuant ainsi a la prolifération des cellules
T (June et al., 1995; Ward, 1996; Rudd, 1996). Les molécules CD80 et CD86 sont des
protéines homodimériques de la superfamille des Ig, elles sont exprimées exclusivement a la
surface des APC telles les cellules dendritiques, les macrophages activés, et sur les cellules

B activées (Thompson et Allisson., 1997).
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Figure S. Structure du complexe TCR/CD3 et des molécules accessoires.

L’hétérodimére oy du TCR est associé de fagon non covalente avec I'homodimeére {{
du TCR et aux sous-unités du complexe CD3: v, 9, et deux copies de €. Les motifs

ITAM sont présents en une copie dans chaque chaine du CD3 et en triplicata dans les
chaines £ du TCR. La figure montre également la structure du co-récepteur CD4, ainsi

que la structure du récepteur CD28 et de la PTPase transmembranaire CD45.
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4-2 Transduction des signaux a partir du TCR lors de I'activation des lymphocytes T

La stimulation du TCR par le peptide associé aux molécules du CMH déclenche une
série d'événements de signalisation précoces conduisant & l'activation des PTK non associées
au récepteur, et des protéines tyrosine phosphatases (PTPases). Ces événements conduisent
au déclenchement d’une série d'événements biochimiques tardifs impliquant 1'augmentation
du calcium intracellulaire, l'activation de la PKC, et l'activation des MAP kinases. Ces
événements conduisent & l'activation de la transcription des génes des cytokines, et plus

particuliérement le géne de I’IL-2 qui est indispensable pour la prolifération cellulaire.
4-2.1 PTK impliquées dans la signalisation du TCR

L'activation et/ou le recrutement des PTK est un des événements les plus précoce suite
a la stimulation du TCR. Les lymphocytes T expriment les génes d'au moins 15 PTK non
associées au récepteur. Ces PTK cytoplasmiques appartiennent a 8 familles différentes. Src,
Syk, Csk et Tec sont 4 familles de PTK cytoplasmiques impliquées dans la signalisation du

TCR.
4-2.1.1 PTK de la famille Src et leur régulation

Les PTK de la famille Src comptent 9 membres, dont la structure comprend un
domaine SH3 et un domaine SH2 hautement conservés (Bolen et al., 1992; Mustelin et
Burn, 1993). Ces domaines sont importants pour la régulation de la kinase et pour son
interaction avec d'autres protéines cellulaires (Couture et Mustelin, 1996b). Le domaine
catalytique ou domaine kinase (appelé également SH1) occupe la moitié de la région C-
terminale de la molécule. Ce domaine est conservé parmi les membres de cette famille, et il
est hautement homologue aux domaines catalytiques des autres PTK. En plus, tous les
membres de cette famille contiennent un acide myristique attaché de fagon covalente au

résidu Gly-2 de leur extrémité N-terminale, ainsi qu'une queue C-terminale conservée
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impliquée dans la régulation négative de leur activité kinase (Couture et Mustelin, 1996b).
Les membres de cette famille différent entre eux par leur région unique de 80-100 acide

aminés localisée entre la Gly-2 et le domaine SH3 (fig. 6).

Dans les lymphocytes T, les PTK Lck, Fyn et peut étre c-Yes, sont impliquées dans la
signalisation du TCR. La protéine Lck de 56 kDa, est associée de fagon non covalente aux
domaines cytoplasmiques des co-récepteurs CD4 et CD8 (Rudd et al., 1988; Veillette ef al.,
1988), alors que la kinase Fyn de 59 kDa est associée constitutivement au complexe
TCR/CD3 (Samelson et al., 1986; Gassman et al., 1992., Gauenet al., 1992). La quantité de
PTK Fyn associée au TCR/CD3 est cependant faible (Sarosi et al., 1992). L'importance de
Lck dans l'activation des cellules T a été bien démontré dans la lignée cellulaire JCaM1. La
lignée cellulaire JCaM1 est une variante de la lignée cellulaire Jurkat qui n’exprime pas Lck
(Strauss et Weiss, 1992). En effet, la stimulation du complexe TCR/CD3 exprimé a la
surface des JCaM1, ne conduit pas a la phosphorylation des résidus tyrosines des protéines
cellulaires telles que la chaine  du TCR et la PLCY, et ne conduit pas a I'expression du géne
de I'IL-2 et & la prolifération cellulaire. Tous ces événements sont restaurés par la
réexpression du géne Ick. De plus, l'utilisation des souris transgéniques pour Ick ainsi que
des souris knock-out /ck/-a démontré I'importance de Lck dans le développement thymique
ainsi que dans la maturation et la fonction des cellules T (Cooke ef al., 1991; Molina et al.,

1992).

La régulation de l'activité enzymatique des PTK de la famille Src est achevée par la
phosphorylation de résidus tyrosines conservés (fig. 6). Dans le cas de Lck, le résidu
tyrosine Y394, localisé dans le domaine catalytique de I'enzyme, est phosphorylé lorsque
Lck est active, un processus qui se produit par trans-auto phosphorylation. La queue C-
teminale de Lck contient un autre site de régulation, Y505, qui est impliqué dans la
répression de l'activité de I'enzyme. La PTK cytoplasmique Csk de 50 kDa, dont 'activité est

aussi contrdlée par la stimulation du TCR (Oetken er al., 1994), peut phosphoryler le résidu
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Y505 in vivo et in vitro et maintien ainsi la PTK Lck dans une forme inactive. La PTK Csk
est considérée comme un régulateur physiologique négatif des PTK de la famille Src (Nada
et al., 1991; Partanen et al., 1991; Bergman et al., 1992). D'autre part, CD45, une
phosphatase transmembranaire hautement exprimée (fig. 5), peut déphosphoryler de fagon
efficace la queue C-terminale des PTK Lck et Fyn de la famille Src, et augmente ainsi leurs
activités catalytiques suite a la stimulation du TCR (Mustelin ef al., 1989, 1992; Ostergaard
et al., 1989). L'ensemble des activités de Lck et Fyn dans une cellule T pourraient cependant
étre considéré comme le résultat des effets divergents des enzymes Csk et CD45 (Mustelin,

1994; Mustelin et Burn, 1993).
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Figure 6. Structure de la PTK Lck de la famille Src.

La PTK Lck (pp56) de la famille Src contient un domaine SH3, un domaine SH2
ainsi qu’un domaine kinase PTK C-terminale (SH1). Les résidus tyrosine de
régulation positive ou négative, et d'autres résidus ou régions fonctionnelles

importantes sont indiqués.
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4-2.1.2 Les PTK de la famille Syk

Contrairement a la famille des PTK Src, les PTK de la famille Syk contiennent deux
domaines SH2 en tandem et un domaine kinase C-terminale SH1 (Taniguchi et al., 1991;
Chan et al., 1992). Ces protéines ne sont pas myristilées, et ne contiennent pas de domaine
SH3 ou des sites de régulation négatifs a leur extrémité C-terminale (fig. 8). Les PTK de la
famille Syk incluent Zap-70 et Syk. La PTK Zap-70 est une protéine de 70 kDa qui est

exprimée dans les cellules NK et dans cellules T ou elle s'associe aux motifs ITAM

phosphorylés des chaines { du TCR et € du CD3 (Chan et al., 1991, 1992).

La fonction de Zap-70 est cruciale pour l'activation et le développement des cellules T.
En effet, les altérations génétiques du géne zap qui entrainent la perte de I'expression de la
protéine Zap-70, empéchent toute activation antigénique des cellules T CD4*, inhibent la
maturation des cellules CD8* et conduisent & des immunodéficiences sévéres (Arpaia ef al.,
1994; Chan et al., 1994b; Elder et al., 1994). L'association et le recrutement de Zap-70 au
complexe TCR/CD?3 sont essentiels pour la transduction du signal d'activation cellulaire. En
effet, les peptides capables d’empécher l'association de la PTK Zap-70 avec la chaine { du
TCR, inhibent l'activation des cellules T via le TCR (Neumeister ef al., 1995; Wange et al.,

1995b).
4-2.1.2.1 Régulation de Zap-70 par les PTK de la famille Src¢

La fonction enzymatique de Zap-70 nécessite la présence de Lck (Chan et al., 1992).
Le recrutement de Zap-70 au complexe TCR/CD3 durant l'activation des cellules T se fait
par l'intermédiaire de ses deux domaines SH2, qui reconnaissent et se lient aux deux résidus
tyrosines phosphorylés adjacents localisés dans chaque motif ITAM des chaines { du TCR et
€ du CD3. La phosphorylation de ces résidus tyrosine se fait principalement par Lck (Van

Oers et al., 1996), bien que Fyn puisse jouer un rdle de phosphorylation dans certaines
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cellules. La phosphorylation différentielle des chaines £ du TCR résulte en la génération de
deux formes phosphorylées de {, la p21 partiellement phophorylée, et la p23 complétement
phosphorylée. La p23 est présente seulement aprés I’activation productive de la cellule

(Vignali et Strominger, 1994; Madrenas et al., 1995; Sloan-Lancaster et al., 1994).

Suite & la stimulation du TCR dans les cellules T, Zap-70 est recrutée au TCR ou ses
trois résidus tyrosines majeurs Y292, Y492, Y493 sont phosphorylés (Watts et al., 1994;
Chan et al., 1995). Ces sites sont des sites de régulation positive ou négative pour la fonction
de Zap-70 (Chan et al., 1995; Wange et al., 1995a; Kong et al., 1996; Zhao et Weiss, 1996)
(fig. 7). En effet, Zap-70 est incapable d'autophosphoryler son résidu tyrosine Y493 qui est
le site de régulation positive correspondant au site d'autophosphorylation conservé des PTK
(Chan et al., 1995). Ce site est un bon substrat pour Lck in vitro (Watts et al., 1994).
Lorsque le site Y493 est phosphorylé par Lck, Zap-70 est activée et devient capable
d'autophosphoryler d'autres résidus tyrosines, incluant Y492, un site qui diminue la
régulation de l'activité enzymatique de Zap-70, ainsi que le site Y292 qui semble servir de

site d'attachement pour une protéine inhibitrice (Wange et al., 1995a; Chan et al., 1995).
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Figure 7. Structure de la PTK Zap-70 de la famille Syk.

La PTK Zap-70 de la famille Syk contient deux domaines SH2 et un domaine kinase
(PTK) C-terminale. Les résidus tyrosine de régulation positive ou négative sont
indiqués.
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4-2.2 Cascades précoces de la transduction du signal a partir du TCR

Suite a la stimulation du TCR par le ligand spécifique, les résidus tyrosines des ITAM
sont rapidement phosphorylés par les deux PTK Lck et /ou Fyn, qui sont associées de fagon
non covalente aux glycoprotéines de surface CD4/CD8 et au complexe TCR/CD3
respectivement (Rudd et al., 1988; Veillette et al., 1988; Iwashima et al., 1994) (fig. 8). La
phosphorylation de deux résidus tyrosine de chaque motif ITAM permet au module de servir
de site de fixation pour les deux domaines SH2 de la PTK Zap-70 qui interagit de fagon
prédominante avec les ITAM phosphorylés des chaines { du TCR et £ du CD3 (Hatada et
al., 1995). Cette interaction permet & Lck d'interagir avec Zap-70 pour phosphoryler le
résidu tyrosine 493 de régulation, et par conséquent l'activation catalytique de Zap-70 (Chan
et al., 1991, 1992; Kong et al., 1996). Une fois ces événements précoces terminés, Zap-70
activée va permettre le recrutement et la phosphorylation de divers substrats cellulaires,
incluant les protéines adaptateurs Lat (Zhang et Sloan-Lancaster, 1998), Vav, et SLP-76
(Jackman et al., 1995; Raab et al., 1997; Wardenburg et al., 1996) (fig. 9). Ceci conduit a la
formation de complexes multimoléculaires qui vont associer les PTK avec I’activation de la
phospholipase Cyl (PLCyl) (Noh et al., 1995), et avec I’activation de la protéine Ras et des
MAP kinases Erk 1/2, JNK et p38 (Izquierdo et al., 1993; Weiss et Littman, 1994; Rudd et
al., 1994; Franklin et al., 1994).

La phosphorylation des résidus tyrosine de la PLCyl est un processus important pour
I'augmentation de l'activité catalytique de cette enzyme (Weiss et Littman, 1994). La
protéine tyrosine kinase spécifique qui active la PLCyl n'est pas connue. Szamel et Resch
(1995) ont rapporté que la PLCyl s'associe directement avec le TCR pour étre phosphorylée
soit par Lck soit par Fyn. Alternativement, la PLCyl peut étre phosphorylée par Zap-70 via
la protéine Lat (Isakov, 1993). Lat (pp36/38) est une protéine transmembranaire de type III,

qui possede une petite région extracellulaire et une longue queue cytoplasmique (Weber et
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al., 1998; Zhang et al., 1998b). Lorsque Lat est phosphorylée par Zap-70, elle se lie
directement aux protéines clefs telles la PLCyl et Grb-2 (Izquierdo et al., 1995).
L'interaction de la protéine Lat avec la PLCyl est importante pour le recrutement de la
PLCy] & la membrane plasmique ou elle est phosphorylée par la PTK Zap-70. La PLCyl
phosphorylée devient active pour hydrolyser ses substrats, notamment les phospholipides
inositols de la membrane plasmique (fig. 9). L’interaction de Lat avec Grb-2 est importante
pour I’activation de la protéine Ras (Izquierdo et al., 1995). Ras joue un réle trés important
dans la régulation de la cascade des kinases sérine/thréonine qui activent les MAP kinases
Erk 1 et Erk 2 (Cantrell, 1996). La protéine Lat recrute Grb-2 4 la membrane cellulaire en
interagissant avec le domaine SH2 de Grb-2 (McCormick, 1993). La protéine Grb-2 contient
deux domaines SH3 qui peuvent se lier au facteur d'échange de guanine Sos (Izquierdo et
al., 1995). Ainsi, I’interaction de Grb-2 avec Lat permet de recruter le complexe Grb-2/Sos a
Ras, pour l'activation de Ras aprés I'échange GDP/GTP catalysé par Sos, et du fait méme

permet l'initiation des événements de signalisation tardifs (fig. 9).
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Figure 8. Représentation schématique des événements précoces de la
transduction du signal du TCR.

(1) La stimulation du TCR par I'Ag conduit a I'activation de Lck qui phosphoryle les
ITAM du complexe TCR/CD3.

(2) Les tyrosines phosphorylées des ITAM servent de site de fixation pour les
domaines SH2 de Zap-70 résultant dans le recrutement de Zap-70 au TCR activé,
facilitant ainsi sa phosphorylation et son activation par Lck et/ou Fyn.

(3) Zap-70 activée recrute et phosphoryle d'autres substrats cellulaires (telle que Lat,
Vav et la PLCyl) résultant dans l'activation des cascades de signalisation en aval.
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Figure 9. Représentation schématique des cascades d'activation de Ras et de la
PLCyl.

Suite a la stimulation du TCR, Zap-70 est activée et phosphoryle un certain nombre de
substrats, incluant Lat et SLP-76. Lorsque Lat est phosphorylée, elle recrute Grb-2 et
la PLCyl a la membrane de la cellule. Le recrutement de Grb-2 & Lat permet de
localiser le complexe Grb-2/Sos & Ras, résultant dans l'activation de Ras. Le
recrutement de la PLCyl par Lat a4 la membrane plasmique résulte dans la
phosphorylation et I’activation de la PLCy1 par la PTK Zap-70. L’activation de la
PLCy1 et de Ras résulte dans le déclenchement des cascades tardives de signalisations
essentielles pour l'activation de la transcription et la prolifération des cellules. Réf.
Clements et al., 1999.
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4-2.3 Cascades tardives de la transduction du signal a partir du TCR

L’activation de la PLCyl et de Ras entraine le déclenchement d’autres cascades de
signalisation en aval qui convergent vers le noyau, permettant ’activation des facteurs de
transcription cellulaires tels le NF-AT, le NF-xB et I’AP-1 responsables de I’activation du
geéne codant pour I'IL-2, qui en concert avec les cascades de co-signalisation conduisent a

l'activation et la prolifération des cellules.

4-2.3.1 Cascades de signalisation dépendantes de la PLCy1

La phosphorylation et I'activation de la PLC y1 entraine I'hydrolyse du phosphatidyl-
inositol 4,5 biphosphate (PIP;), un phospholipide inositol membranaire, en deux produits
important, le diacylglycerol (DAG) et l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) (fig. 9). Une fois
produit, le DAG et I'P3 initient deux cascades de signalisation nécessaires pour 1'activation
des facteurs de transcription cellulaires. La production de 1'IP3 déclenche l'augmentation
rapide de la concentration du Ca2* intracellulaire dont un des effets est I'activation de la
phosphatase calcineurine, calmodulin/calcium-dépendante. Cette phosphatase régule la
transcription du géne de 1'IL-2 en déphosphorylant la forme cytoplasmique inactive du NF-
AT, permettant ainsi sa translocation vers le noyau (Jain et al., 1995; Crabtree et Clipstone,
1994). La production du DAG active la protéine kinase C (PKC), capable de phosphoryler
divers substrats cellulaires et de favoriser la dissociation du facteur nucléaire kB (NF-kB) de

son inhibiteur IxB (Williams et al., 1995). Les deux facteurs nucléaires entrent dans le

noyau ou ils participent & l'activation de différents génes dont celui de 1'IL-2.
4-2.3.2 Cascades d'activation des MAP kinases

Le terme cascades des MAP kinases (Mitogen-activated protein) inclut les cascades
d'activation des kinases Erk (extracellular signal-regulated kinase), JNK (c-Jun N-terminal

Kinase), et p38. La double phosphorylation est spécifique aux MAP Kinases (Mordret,
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1993). La phosphorylation des MAP kinases est assurée par un groupe de protéines agissant
comme MAP Kkinase kinases (MAPKK). Toutes les MAPKK sont activées par
phosphorylation sur les résidus serine ou thréonine par un autre groupe de protéines agissant
comme MAP kinase kinase kinases (MAPKKK). Les trois MAP kinases les mieux
caractérisées sont Erk, INK et la p38. Les MAP kinases Erk1/2 et JNK sont impliquées dans
I'activation du facteur de transcription cellulaire AP-1, composé des protéines Fos et Jun. Le
facteur AP-1 est indispensable pour I’activation du promoteur du géne de I'IL-2 (Su et Karin,
1996 ; Jain ef al., 1992b, 1993, 1995). La cascade de la MAP kinase p38 serait impliquée
dans la fixation du facteur AP-1 et dans la synthése de I’IL-2 (Raingeaud ef al., 1996).

4-2.3.2.1 Cascade d'activation des MAP kinases Erk

Le sous-groupe des kinases Erk (Erk 1 (p44), Erk 2 (p42) et Erk 5) se distingue des
autres MAP kinases par le motif d'activation Thr-Glu-Tyr, qui peut étre doublement
phosphorylé (Derijard et al., 1995). L'activation de Erk est assurée par I'oncogéne Raf-1, une
MAPKKK, dont l'activation dépend de la forme active de la protéine Ras liée a la GTP et de
la PKC (Faris et al., 1996; Pomerance et al., 1992; Robbins et al., 1992) (fig. 10). Ras est
incapable elle méme de phosphoryler directement les MAPKKK Raf-1 ou MEKK, mais agit
plutdt en recrutant Raf-1 et MEKK a la membrane ot a lieu un autre événement d'activation
encore inconnu qui permet la phosphorylation et I'activation de Raf-1 (Feig et Schaffhausen,
1994). Raf-1 active par la suite les MAPKK MAPK/Erk (MEK) 1 et 2, en les phosphorylant
sur les résidus Ser-218 et Ser-222 (Dent et al., 1992; Kyriakis et al., 1992). Les MAPKK
MEK 1 et 2, appelées aussi MKK 1 et 2, activent les MAP kinases Erk 1 et Erk 2 par
phosphorylation directe des résidus thréonine et tyrosine du motif Thr-Glu-Tyr (Howe et al.,
1992; Ahn et al., 1992). L'activation des kinases Erk 1 et Erk 2 permet leur translocation
vers le noyau ou elles vont phosphoryler et activer les facteurs de transcriptions nucléaires
impliqués, entre autres, dans I’activation du promoteur du géne codant pour I’IL-2 (Pelech et

Sanghera, 1992; Lenormand ef al., 1993). La MAP kinase Erk 2 phosphoryle et active le
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facteur de transcription nucléaire Elk-1 impliqué dans I’augmentation de la régulation de la

transcription du géne c-fos (Frost et al., 1994; Kortenjann e al., 1994).
4-2.3.2.2 Cascade d'activation de la MAP kinase JNK

Le sous-groupe des MAP kinases JNK est caractérisé par une phosphorylation
concomitante des résidus tyrosine et thréonine du motif Thr-Pro-Tyr (Derijard ef al., 1994).
La MAP kinase JNK phosphoryle les résidus Ser/63 et Ser/73 de la région N-terminale c-
Jun. Cette phosphorylation conduit & l'activation de c-Jun qui agira sur le facteur de
transcription cellulaire AP-1 (Hibi et al., 1993; Minden et al., 1994b). L'activation de JNK
dépend de I’activation de la protéine Ras, ainsi que des signaux provenant du récepteur de
co-stimulation CD28 probablement via une autre kinase, la phosphatidylinositol 3’-hydroxyl
kinase (PI-3) (Hibi et al., 1993; Derijard et al., 1994; Parker, 1995). Ces événements sont
responsables de la mise en opération des petites protéines monomériques liées a la GTP
telles que Racl et Cdc42 qui induisent probablement l'activation de la MAPKKK
serine/thréonine MEKK1. La MAPKKK MEKK!1 phosphoryle et active la MAPKK a
double spécificité MKK4, appelée aussi MEK4, INKK ou SEK 1. MKK4 phosphoryle et
active par la suite JNK (Minden et al., 1994a; Karin, 1995; Sanchez et al., 1994) (fig. 10).
Tournier et al (1997) ont cloné une autre MAPKK, MKK?7, qui phosphoryle exclusivement
la MAP kinase JNK.
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Figure 10. Représentation schématique des cascades d'activation des MAP
kinases Erk 1/2 et JNK.

L'engagement du TCR conduit & l'initiation des événements de signalisation précoces
résultant dans l'activation des tyrosines kinases qui conduisent a I'activation de Ras via
le complexe Grb-2/Sos. Ras et la PKC activent, en paralléle avec Rac-1, les MAP
kinase kinase kinases (MAPKKK) qui phosphorylent les MAP kinase kinases
(MAPKK) 2 double spécificité, ces dernieres phosphorylent les MAP kinases
(MAPK). Les MAP kinases activées phophorylent d'autres substrats incluant les
facteurs de transcription des génes responsables de l'activation et de la prolifération
cellulaire tel que le géne de I'IL-2.
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4-3 Cascades de co-signalisation via le récepteur CD28

En plus des cascades de signalisation associées au TCR/CD3, des signaux co-
stimulateurs sont requis pour l'activation et la prolifération des cellules T (June et al., 1995;
Lenschow et al., 1996). En effet, la stimulation du TCR en absence du signal co-stimulateur
généré par l'interaction du récepteur CD28 avec son ligand B7 (CD80/CD86), peut aboutir a
I'inactivation fonctionnelle (Jenkins, 1994), 4 l'anergie (Harding ef al., 1992; Gimmi ef al.,
1993; Tan et al., 1993) ou & la mort cellulaire (Boise ef al., 1995; Colette et al., 1997). La
co-stimulation via le récepteur CD28 semble ainsi compléter les signaux dérivés du TCR en
renforgant certaines cascades de signalisation et en induisant des signaux additionnels qui,
ensemble, vont augmenter I’activation de la transcription du promoteur du géne codant pour
’IL-2, en particulier & travers JNK qui est requise pour la formation des complexes AP-1

(Jun-Fos) (Rudd, 1996).

Le récepteur CD28 ne dispose d'aucune activité enzymatique intrinséque. Cependant,
lorsque les cellules T sont stimulées par les ligands du TCR présentés par les APC
fonctionnelles, le récepteur CD28 se lie a son ligand B7 et il est phosphorylé au niveau des
résidus tyrosines de sa portion cytoplasmique. Ces résidus tyrosines phosphorylés vont
servir de sites pour la liaison de différentes molécules impliquées dans I’activation cellulaire,
comme la kinase PI-3 (Stephen ef al., 1993 ; Pages et al., 1994). En effet, il a été¢ démontré
que les kinases Lck et Fyn de la famille Src s'associent physiquement avec le récepteur
CD28. La kinase Lck montre une spécificité de phosphorylation particuliére pour le motif
pTyr173-Met-Asn-Met au niveau de la portion cytoplasmique du récepteur CD28. Lorsque
le résidu Tyr173 est phosphorylé, le motif pTyr173-Met-Asn-Met se lie au domaine SH2 de
la sous-unité régulatrice de la kinase PI-3 (Ward et al., 1993; Prasad et al., 1994 ; Pages et
al., 1994). Lorsque la kinase PI-3 est phosphorylée, elle active la protéine Rac-1, qui régule

éventuellement la cascade d'activation de la kinase JNK (Parker, 1995; Coso et al., 1995;
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Minden et al., 1995), qui en concert avec l'activation des MAP kinases a travers le TCR,
augmente la transcription du géne codant pour I'[L-2 et ce, via la phosphorylation de la
protéine c-Jun du facteur de transcription cellulaire AP-1 (Fraser et al., 1991; Su et al.,
1994). L'activation de la MAP kinase JNK est un événement pivot entre les cascades de
signalisation du TCR et la cascade de co-stimulation générée via le récepteur CD28, qui

aboutissent toutes les deux a I’activation du promoteur du géne codant pour I'IL-2.
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4-4 Activation du promoteur du géne codant pour I'IL-2

4-4.1 Facteurs de transcription cellulaire

La transcription du géne codant pour I'IL-2 est un événement clef dans I'activation et la
prolifération des cellules T. L'activation du promoteur du géne de IL-2 est contrdlée par
l'action coordonnée de plusieurs facteurs cellulaires incluant le NF-AT, 'AP-1, NF-xB, Oct-
1 et Oct-2 (protéines octamer-1 et 2) (Oct-1 et Oct-2), et SP-1 (Stimulatory protein-1)
(Schreiber et Crabtree., 1992; Rao, 1994; Jain et al., 1995). Le promoteur du géne de I’'IL-2
comprend une région régulatrice d’environ 300 pb du cdté 5' du site d'initiation de la
transcription (fig. 11). Cette région renferme les séquences de fixation des facteurs
nucléaires ubiquitaires constitutifs (Oct-1 et Oct-2). Certaines séquences fixent les facteurs
ubiquitaires tels ' AP-1, NF-xB et SP-1 induits dans les cellules T par la stimulation du TCR.
D’autres séquences fixent les facteurs NF-AT et NFIL-2A exprimés uniquement dans les
cellules T (Serfling et al., 1995). Le NFIL-2A est composé de la protéine ubiquitaire Oct-1,
et de la protéine inductible OAP (protéine activant Oct-1) spécifique aux cellules T
(Crabtree et Clipstone, 1994). Le mécanisme d'activation de NFIL-2A n’est toujours pas
¢lucidé. Il existe au moins deux sites de liaison riche en purine, capables de fixer les
membres de la famille du NF-AT au niveau du promoteur du géne de I'IL-2 humain et murin
(Brabletz et al., 1991; Thompson et al., 1992); le site distal sur le promoteur du géne de I'IL-
2 humain fixe, avec haute affinité, un complexe formé par les protéines NF-AT et un dimére
AP-1 composé des protéines Jun et Fos. Une autre séquence dans le promoteur du géne de
I'IL-2 est requise pour la co-stimulation de I'activité du promoteur IL-2 via le récepteur
CD28 (Su et al., 1994). 1l s’agit de I’élément de réponse du CD28 (CD28RE), cependant, le

ou les facteurs nucléaires qui se fixent a cette séquence ne sont toujours pas bien définis.
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Figure 11. Structure du promoteur de I'IL-2.

Représentation schématique du promoteur de 1'IlL-2 de 300 pb montrant les différentes
régions qui lient les facteurs de transcription cellulaire responsables de la régulation de
la transcription du géne de I'IL-2. Réf. Serfling et al., 1995.
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4-4.2 Activation des facteurs de transcription cellulaire

L'activation des différents facteurs de transcription cellulaire impliqués dans
I’activation du géne codant pour I’IL-2 est le résultat de l'activation de plusieurs cascades de
signalisation synergiques suite a la stimulation du TCR. Une de ces cascades implique
l'activation de la PLCyl, qui conduit a l'activation de la PKC et a l'augmentation de la
concentration du Ca2* intracellulaire. Une telle augmentation de la concentration du Ca2*
intracellulaire est responsable de 'activation de la phosphatase calcineurine qui contrdle la
transcription du géne de I'IL-2, en déphosphorylant la forme cytoplasmique du facteur de
transcription NF-AT permettant ainsi sa translocation vers le noyau pour s’associer a I'AP-1
et former un complexe transcriptionnel fonctionnel (Rao et al., 1994; Bierer et al., 1993;
Bram et al., 1993). Une autre cascade de signalisation nécessaire pour l'activation de la
transcription du gene de I'IL-2 est celle impliquant la protéine Ras. L'implication de Ras a
été démontré par I’utilisation du produit d'expression d'un mutant négatif dominant de Ras,
capable d’inhiber la transcription du géne de I'IL-2, par rapport a I’utilisation de Ras active
capable d’initier une cascade de signalisation qui rentre en synergie avec les signaux induits
par la calcineurine pour I’activation de la transcription du géne de I'IL-2 (Izquierdo et al.,
1995; Baldari et al., 1992; Rayter et al., 1992; Woodrow et al., 1993). La contribution de
Ras dans l'activation du promoteur de I'L-2 se traduit par son réle dans l'activation des
cascades des MAP kinase Erk et JNK qui jouent un réle important pour 1’activation du

facteur AP-1 (Faris et al., 1996 ; Parker, 1995).

Le groupe des facteurs de transcription AP-1 sont des diméres de type ’leucine
zipper’’ composés de protéines des familles Jun et Fos (Curran ef al., 1993). L'AP-1 est un
facteur de transcription qui se fixe a des séquences du promoteur de I'lL-2 directement ou en
complexe avec le facteur NF-AT (Jain et al., 1992a, 1993, 1995). Les homodiméres c-Jun ou

les hétérodiméres c-Jun/c-Fos stabilisent I'attachement du facteur NF-AT & I'ADN (Crabtree
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et Clipstone, 1994). L’activité du facteur AP-1 peut étre modulé positivement ou
négativement par phosphorylation (Foletta et al., 1998). Le niveau d'activité d'AP-1 est
également dépendant de la quantité des protéines Jun et Fos présentes dans la cellule. En
général, les cellules non stimulées contiennent des niveaux bas de la protéine c-Fos, mais
aussi des niveaux substantiels de c-Jun et montrent donc une certaine activité basale AP-1
(due en particulier aux homodimeres c-Jun) (Karin et Smeal., 1992). La phosphorylation par
JNK de c-Jun sur les résidus Ser/63 et Ser/73 au niveau de son domaine N-terminale
augmente son activité transcriptionelle, sans pour autant augmenter son activité
d'attachement & 'ADN (Jans, 1995 ; Hibi ef al., 1993 ; Karin et Smeal, 1992). La MAP
kinase Erk 2 peut aussi phosphoryler c-Jun, mais seulement sur le résidu Ser/243 de la
région C-terminale, prés du domaine de liaison a 'ADN (Minden ef al., 1994; Minden et.,

1995).

Le facteur de transcription NF-xB appartient a la famille des protéines Rel/NF-xB, et

est composé de deux sous-unités, la p50 et la p65 (Gold et Matsuuchi, 1995). Dans les
cellules au repos, le facteur de transcription NF-kB est séquestré dans le cytoplasme par

I’inhibiteur IxB. Aprés la stimulation des cellules T, IxB est hyperphosphorylée et par

conséquent dégradée par le systéme ubiquitine-protéasome (Chen et al., 1995 ; Hardy et
Chaudhri, 1997). La phosphorylation d’IxB permet au NF-xB de se séparer de I’inhibiteur

IxkB pour migrer dans le noyau et se fixer au promoteur de I'IL-2 afin d’activer la

transcription du gene de I'IL-2 (Williams et al., 1995).
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5- Anergie des lymphocytes T

La stimulation productive des lymphocytes T nécessite non seulement I'engagement du
TCR par le complexe CMH/peptide, mais dépend aussi de l'induction des signaux co-
stimulateurs qui sont délivrés par les APC. Il a été démontré, dans une variété de systémes
expérimentaux, que la stimulation du TCR en absence de la stimulation du CD28 par son
ligand conduit & un état d’anergie dans lequel les lymphocytes T sont vivants, mais ne
répondent plus par prolifération ou par activation fonctionnelle, a la suite de la re-
stimulation par l'antigéne spécifique (Schwartz, 1996). A I’origine, l'induction de I'anergie
clonale a été démontrée par stimulation des cellules CD4* de clones TH1 humains avec les
peptides antigéniques présentés par les APC fixées chimiquement (Jenkins et Schwartz,
1987), ou bien avec I’AcM anti-CD3 immobilisé (Jenkins et al., 1990; Quill et Schwartz,
1987; Mueller et al., 1989). L'anergie peut étre induite, méme en présence du signal co-
stimulateur, a la suite de la stimulation du TCR par les agonistes faibles tels que les APL
agonistes partiels présentés par les APC (Slon-Lancaster ef al., 1993) (fig. 12). L'anergie
peut également étre induite par 1'L-10 dans les cellules T CD4* humaines fraichement
isolées (de Waal Malefyt et al., 1993; Groux et al., 1996), ou bien dans les clones de cellules
T humaines en présence de trés hautes concentrations de peptides antigéniques solubles

(O'Hehir et al., 1991, Lake et al., 1993).
5-1 Anergie des cellules T par absence de co-stimulation

La stimulation du TCR par l'antigéne spécifique en absence de la co-stimulation,
conduit & l'anergie de la cellule T qui devient alors réfractaire a la re-stimulation par
I’antigene spécifique, méme si le signal co-stimulateur est fourni (Jenkins et Schwartz, 1987;
Quill et Schwartz, 1987) (fig. 12). Les cellules rendues anergiques par absence de co-
stimulation sont viables in vitro et continuent d'exprimer le récepteur de I'lL-2. Les cellules

anergiques expriment également & leur surface le TCR et le récepteur CD4 (Quill et
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Schwartz, 1987; Jenkins et al., 1991). Dans les clones TH1 CD4* et les clones CTL. CD8™,
|’état d'anergie est causé par une inhibition de la production de I'IL-2 (Schwartz 1996; Kang
et al., 1992; Otten et Germain, 1991). Ceci est dii probablement a I’inhibition de la synthése
de 'ARNm du géne de I'lL-2 puisque les cellules anergiques proliférent en présence de 1'IL-
2 exogéne (Jenkins et al; 1987 ; Beverly et al., 1992). Par contre, la production des
cytokines effectrices, telles que 1'IL-4 et I'TFN-y, nécessaires pour la différenciation des
cellules TH1 et TH2, n'est pas affectée (Sloan-Lancaster et al., 1994). Les cellules CD8*
anergiques, dont la production d'IL-2 est bloquée, maintiennent leur activité cytotoxique

dépendante du TCR (Otten et Germain, 1991 ; Kuwano et al., 1998).

Les mécanismes moléculaires responsables de I'induction de I'anergie ne sont pas bien
connus, mais plusieurs événements biochimiques qui pourraient étre responsable du
maintien de 1’état d'anergie ont été identifiés. L'analyse des événements de la transduction du
signal induits dans les cellules rendues anergiques par absence du signal co-stimulateur
révéle une augmentation de la concentration du phospholipide inositol 1,4,5-triphosphate,
une augmentation précoce des niveaux du Ca2* intracellulaire, ainsi qu'une augmentation de
la phosphorylation de la PLCyl (Jenkins et al., 1987; Gajewski et al., 1994). Des niveaux
normaux de phosphorylation des chaines { et y du complexe TCR/CD3 ont aussi été
observés (Beverly et al., 1993). Par contre, ces cellules ne sont pas capables d’induire
d’autres événements de transduction du signal du TCR, requis normalement pour I’induction
de la sécrétion de I’IL-2. Faith ef al., (1997) ont en effet montré, aprés stimulation du TCR
des cellules anergiques, 1’absence d’augmentation du niveau de phosphorylation des PTK
Lck et de Zap-70. De plus, I’activation de la protéine Ras est bloquée, ce qui conduit a une
déficience dans 1’activation des MAP kinases Erk et INK dans ces cellules (Li et al., 1996;
Fields et al., 1996; DeSilva et al., 1996 ; Schwartz, 1997). Ceci a pour conséquence,
I’inhibition de la formation et de la phosphorylation des complexes hétérodimériques AP-1

capables d’activer la transcription du promoteur du géne de I'lL-2 (Mondino ef al., 1996). La
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transactivation du geéne de I’IL-2 par le facteur de transcription NF-AT est également inhibée
dans ces cellules anergiques (Kang et al., 1992). Une autre étude menée par Boussiotis et
collaborateurs (1997) a montré que dans les cellules rendues anergiques par absence de co-
stimulation, la PTK Fyn est phosphorylée et reste associée a la proto-oncoprotéine Cbl
constitutivement phosphorylée. Cette association entre Fyn et Cbl serait responsable de
I'élévation de l'activité de Rap-1, une petite GTPase qui antagonise 1’activation de Ras et
réprime activement la transcription du géne de I'L-2 dans ces cellules anergiques, un

processus qui peut étre inhibé par la co-stimulation du CD28 (Reedquist et Bos, 1998).

En plus de l'inhibition de I’activation de Ras et de la diminution de la transactivation
du promoteur du géne de I’IL-2 par les facteurs de transcripion cellulaire AP-1 et NF-AT,
trois autres facteurs régulateurs négatifs ont été décrits. Ces facteurs agissent en concert pour
réprimer la transcription du géne de 1'IL-2 dans les cellules rendues anergiques par absence
de co-simulation. Il s’agit d’une forme inactive du complexe AP-1, qui se lie 4 un site a la
position -150 du promoteur de I’IL-2 et agit comme un inhibiteur négatif pour réprimer la
transcription du geéne de 1'IL-2 dans les cellules anergiques (Kitagawa-Sakakida et Schwartz,
1996). Une autre protéine répressive se fixe a un site a la position -180 du promoteur de
I’IL-2. La fixation de cette protéine est inhibée suite & I'activation normale des cellules T
(Kitagawa-Sakakida et Schwartz, 1996; Serfling et al., 1989; Garrity et al., 1994).
Finalement, la protéine répressive NII-2-a, membre de la famille des protéines répressives
ZEB (zinc finger E box binding protein) (Genetta ef al., 1994), se lie & un élément de
régulation négative (NRE-A) localisé a la position -105 du promoteur de I'IL-2 (Becker et
al., 1995). Dans les cellules T anergiques, le niveau de I’inhibiteur NIL-2-a augmente
substantiellement, mais son action est antagonisée par le signal engendré par l'interaction du

récepteur CD28 avec son ligand B7 (Schwartz, 1996; Becker et al., 1995).
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Figure 12. Régles d’activation des lymphocytes T et modeles d’anergie clonale.

Cette figure montre le modéle d'activation et de prolifération des cellules T apres la
stimulation avec le peptide agoniste en présence du signal co-stimulateur fourni par les
APC (A). Sont également présentés deux modeles d'anergie clonale des lymphocytes
T, par absence du signal co-stimulateur (B), ou par I'APL agoniste partiel en présence

du signal co-stimulateur (C).
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5-2 Anergie des cellules T par les APL agonistes partiels

L’anergie des cellules T peut étre induite par la présentation de ligands faibles tels que
les APL agonistes partiels, et ce méme en présence du signal co-stimulateur (Sloan-
Lancaster et al., 1994) (fig. 12). Un APL est un analogue du peptide antigénique (agoniste)
dans lequel le site de contact avec le TCR a été alteré par au moins une substitution au
niveau de sa séquence en acides aminés. L’altération de la reconnaissance de I’APL par le
TCR, n’affecte ni son interaction avec la molécule du CMH, ni son interaction avec le TCR
lui-méme (Jameson et Bevan, 1995). Un APL antagoniste est un peptide qui n’induit aucune
réponse cellulaire (Hoyer et Boddeke, 1993). Il peut inhiber compétitivement l'induction de
la réponse cellulaire par le peptide agoniste en bloquant I’engagement de ce dernier avec le

TCR (Jameson et al., 1993; Racioppi et al., 1993).

Un APL agoniste partiel est un peptide qui posséde la capacité de se lier au TCR avec
la méme affinité que le peptide antagoniste, mais se distingue de ce dernier par sa capacité
d’induire certaines activités cellulaires (Alexander ef al., 1993). Certains agonistes partiels
peuvent induire la production de certaines cytokines et/ou l'activité cytotoxique, sans pour
autant induire la prolifération des cellules T (Preckel et al., 1998). Ce groupe inclut les APL
agonistes partiels inducteurs d'anergie (Evavold et Allen, 1991; Evavold et al., 1993 ;

Jameson et Bevan, 1995).

Les APL agonistes partiels peuvent induire I'anergie clonale des cellules TH1 et TH2
(Sloan-Lancaster ef al., 1993, 1994a). En effet, il a été montré que la stimulation des cellules
TH1 par les APL agonistes partiels anergiques présentés par les APC fonctionnelles peut
stimuler I’activité cytotoxique et induire ’augmentation de l'expression de certaines
molécules a la surface des cellules tel que le récepteur de I'IL-2 (Sloan-Lancaster et Allen,

1996; Jameson et Bevan, 1995). Cependant, ces cellules ne répondent plus par production de
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cytokines ou par prolifération a la suite d’une restimulation par le ligand agoniste (Sloan-

lancaster et al., 1993).

Les mécanismes moléculaires responsables de |’anergie induite par les APL
anergiques ne sont pas bien caractérisés. Certaines études ont cependant montré que la
stimulation des lymphocytes T avec les APL inducteurs d'anergie génére des événements de
signalisation précoces modifiés. Ces événements sont caractérisés par la phosphorylation
partielle des chaines { du TCR (p21), par le recrutement de Zap-70 non phosphorylée et
inactive aux chaines { du TCR partiellement phosphorylées, et par la réduction significative
de la phosphorylation des chaines € du complexe CD3 (Lancaster et al., 1994; Madrenas ef
al., 1995; Migita et al., 1995 ; LaFace et al., 1997; Tang et al., 1998; Bouhdoud et al.,
2000). Des études plus poussées sont necessaires pour mieux caractériser les mécanismes

moléculaires responsables de I’induction de 1’anergie des cellules T par les APL anergiques.
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MATERIEL ET METHODES



1- Clone cellulaire Een217

Les cellules Een217 sont des lymphocytes T cytotoxiques CD4* humains non
transformés, restreints a la molécule du CMH classe II HLA-DR4. Ce clone CTL est
spécifique 4 un épitope délimité par les acides aminés 410-429 de la glycoprotéine de

I’enveloppe, la gp120 de la souche PV22 du VIH-1.
1-1 Caractérisation du clone cellulaire Een217

A Torigine le clone cellulaire Een217 nous a été fourni par le laboratoire du Dr. R.
Siliciano de I’université John Hopkins (Baltimore, MD, USA). Les cellules Een217 ont été
établies en traitant les PBMC d'un donneur séronégatif, avec la gp120 recombinante de la
souche PV22 du VIH-1 produite dans les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) (Muesing
et al., 1985; Lasky et al., 1986, 1987). Les cellules T ayant répondu a la stimulation ont été
récoltées puis stimulées avec les monocytes autologues irradiés pré-traités avec la gp120
recombinante avant d’étre clonées sur un milieu semi-solide (two layer soft agar system)
(Sredni et al., 1980). Les colonies ont été par la suite repiquées et stimulées avec les
monocytes autologues irradiés pré-traités avec la gp120 recombinante pour tester leur
capacité de prolifération en réponse a I’antigéne spécifique, gp120 recombinante. Les clones
positifs ainsi selectionés sont re-stimulés toutes les semaines avec les monocytes autologues

irradiés pré-traités avec la gp120 recombinante (Siliciano et al., 1988).

La spécificité de restriction du clone cellulaire Een217 & la molécule du CMH classe II
HLA-DR4 a été déterminée en utilisant comme cellules présentatrices de 1’antigéne (APC)
une série de cellules L (fibroblastes) de souris exprimant différentes molécules du CMH
classe II humain (Klohe et al., 1988). Les réponses prolifératives des cellules Een217 ont été
observées uniquement en présence des monocytes autologues ou en présence des

fibroblastes exprimant la molécule HLA-DR4. L'activité cytotoxique des cellules Een217
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dirigée contre des monocytes autologues pré-traités avec la gp120 recombinante de la
souche PV22 du VIH-1 a été mesurée dans un test de cytotoxicité tel que décrit dans la
section 5 de ce chapitre. L’utilisation, lors des tests de proliférations des monocytes
autologues comme APC, et différents peptides synthétiques chauvauchant la région
délimitée par les a.a. 410-456 de la gp120 de la souche PV22 du VIH-1, ont permis de
localiser I’épitope reconnu par les cellules Een217 a I’intérieur du segment de la gp120

délimité par les a.a : 410-429 (fig. 13) (Siliciano et al., 1988).

LI S I ..
Nt : —Jc
410 420 430 440 430 460
* | | | | ! | | I % | t » |
NNTEGSDTITLPCRIKQF INMWQEVGKAMYAPPISGQ{RCSSNITGLLLTRDGGNNNNESE
1 s |
Peptides 410-429 © -
Synthétiques < 419-444 - = |
437-456: - i

Figure 13. Séquence de I’épitope spécifique aux cellules Een217 au niveau de la gp120
du VIH-1 PV22.

Le fragment 410-456 de la gp120 contient un pont dissulfure interne et trois sites de N-
glycosylation (*). L’épitope spécifque aux cellules Een217 est délimité par les a.a. 410-429
de la gp120. Réf. Siliciano et al., 1988.
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1-2 Propagation des cellules Een217

1-2.1 Conditions de culture

Les cellules Een217 ont été maintenues en culture a 37°C et 5 % de C02 dans du

milieu RPMI 1640 (Gibco-BRL ; Montréal, Qc, Canada) contenant 10 % de sérum fcetal de
veau (SFV)(Gibco-BRL) décomplémenté, 50 pg/ml de pénicilline, 50 pg/ml de
streptomycine (Gibco-BRL), et 50 U/ml d'IL-2 humaine recombinante (IL-2hr) (Gibco-
BRL). La croissance des cellules Een217 a été maintenue par des stimulations périodiques (2
a 3 semaines) avec le mitogéne non spécifique, la phytohemagglutinine (PHA), et avec les

PBMC allogéniques irradiées comme cellules nourriciéres.
1-2.1.1 Préparation des PBMC

Les PBMC ont été isolées a partir du sang de donneurs séronégatifs. Un volume de
20 ml de sang a été mélangé avec un volume égal de PBS 1 X (150 mM NaCl; 150 mM
sodium phosphate [pH 7.4]) puis fractionnés par centrifugation a travers un gradient Ficoll
Hypaque Plus (Pharmacia ; Qc, Canada) pendant 25 min 4 800 x g. Les lymphocytes a la
surface du gradient Ficoll ont été récoltés puis lavés 3 fois dans 10 ml du PBS 1 X. Les
cellules ont été dispersées dans 5 ml de PBS 1 X puis irradiées (5000 Rads). Les
lymphocytes irradiés ont été par la suite lavés 2 fois dans 10 ml de PBS 1 X contenant 2 %
de SFV, 0.5 % de glucose et 12 mM Hepes [pH 7.2] avant d'étre utilisées pour la stimulation

des cellules Een217.
1-2.1.2 Procédure de stimulation et de propagation des cellules Een217

Les cellules Een217 ont été mises en culture dans des plateaux 24 puits a raison de
2.5x10° cellules/puits, en présence de 0.5-1.0x10° PBMC irradiées, dans du milieu de culture
complet contenant 2 pg/ml de PHA (Sigma Bio.Science ; St. Louis, MO, USA). Deux jours

aprés la stimulation, le milieu contenant la PHA a été remplacé par le milieu de culture frais

82



sans PHA. Cinq jours aprés la stimulation, les lymphocytes T ont été récoltés, lavés 2 fois
dans 10 ml de milieu de culture complet, puis remises en culture dans des plateaux 24 puits
mais cette fois  une densité de 2.5-5.0x10° cellules/ml, dans un volume final de 2 ml/puits.
Les passages cellulaires ont été effectués de cette maniére, par intervalle de 3 jours. Les
cellules Een217 se divisent une premiére fois 5 jours aprés la stimulation par la PHA, et une
deuxieme fois au bout de 7 a 10 jours apreés la stimulation. Aprés une période de repos de 2 a
3 semaines en absence de la PHA, les cellules sont utilisées dans nos expériences. Pour leur
propagation, les cellules Een217 ont été re-stimulées de cette maniére toutes les 2 a 3

semaines.
2-  Les fibroblastes L164.8 HLA-DR4" utilisés comme APC

Lors des tests de prolifération et de cytotoxicité, nous avons utilis¢ comme APC les
cellules L164.8 HLA-DR4", des fibroblastes de souris exprimant de maniére stable la
molécule du CMH humain de classe II HLA-DR4 (DW10). Les fibroblastes L164.8 HLA-
DR4" nous ont été fournis par le laboratoire du Dr. R. Siliciano de ’université John
Hopkins. A Iorigine, c’est le groupe d’Okayama et Berg (1983), Klohe ef al., (1988) qui ont
réussi a établir cette lignée cellulaire aprés co-transfection des fibroblastes exprimant les
molécules accessoires B7 (CD80/CD86) avec les cDNA des chaines o et B de la molécule
du CMH humain classe II HLA-DR4 (DW10) et avec le plasmide pSV2 contenant le géne
de résistance a4 la néomycine. L'expression de la molécule HLA-DR4 a la surface des

fibroblastes est vérifiée par cytométrie de flux.

Les fibroblastes HLA-DR4* ont été maintenus en culture a 37°C et 5 % de CO, dans
le milieu Eagles MEM (Gibco-BRL) contenant 10 % de SFV, 50 pg/ml de pénicilline, 50
pg/ml de streptomycine, et 250 pg/ml de généticine (G418). Lors des passages cellulaires
(tous les 5 jours), les fibroblastes sont trypsinés et remis en culture 4 une densité de 10*

cellules/ml.
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3-  Peptides synthétiques ; synthése et purification

Les séquences en acides aminés des peptides synthétiques utilisés dans cette étude sont
dérivées de glycoprotéine de I’enveloppe, la gp120 de 5 souches différentes du VIH-1 ; il
s’agit des souches PV22 (GSDTITLPCRIKQFINMWQE), HXB2
(GSDTITLPCRIKQIINMWQK), CDC42 (TGDIITLPCRIKQIINRWQV), ELI
(TNTNITLQCRIKQIIKMVAG) et Z3 (CTGNITLPCRIKQIINMWQE). Les séquences de
ces peptides correspondent aux séquences de 1’épitope CTL 13 au niveau de la gp120 : a.a.
410-429. Ces peptides ont été synthétisés au Centre de Biotechnologie Sheldon de
’université McGill (Montréal, Qc, Canada). Les peptides bruts obtenus ont été purifiés par
HPLC puis analysés pour leur homogénéité par chromatographie sur couche mince. La
composition en acides aminés de ces peptides a été déterminée par hydrolyse acide alors que
leur poids moléculaire a été déterminé par spectrométrie de masse. La pureté des peptides

synthétisés a été vérifiée par HPLC.
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4- Test de prolifération par incorporation de la thymidine tritiée ((°H]TdR)

La prolifération des cellules Een217 en réponse aux peptides synthétiques dérivés de la
gpl120 de différentes souches du VIH-1 a été mesurée, en absence de I’IL-2hr, en utilisant
comme APC les fibroblastes HLA-DR4*. Les fibroblastes ont été mis en culture dans les
boites de pétris pendant 24 h & 37°C, puis récoltés et irradiés (5000 Rads). Aprés irradiation,
les fibroblastes ont été lavés deux fois dans 10 ml de milieu de culture, puis distribués dans
des plateaux 96 puits (3x10* cellules/puits) seuls ou avec des concentrations allant de 10° M
41072 M de chacun des peptides variants, dans un volume final de 100 ul/puits. Aprés une
incubation de 16 h a 37°C, les cellules ont été lavées deux fois dans 10 ml de milieu de
culture pour éliminer ’excédant des peptides. Les cellules Een217 ont été par la suite
ajoutées a raison de 5x10* cellules/puits, dans un volume final de 200 pl de milieu de
culture. Aprés 24 h d’incubation a 37°C, 1 pCi de [3H]TdR (Mandel ; ON, Canada), dans 50
pl de milieu de culture, a été ajouté a chaque puits. Aprés 48 h d'incubation a 37°C, les
cellules ont été récoltées sur filtres en fibres de verre et lavées en utilisant le récolteur de
cellules automatique (Skatron Cell harvester ; Sterling, VA, USA). Les filtres ont été séchés
a 50°C pendant 20 min, incubées pendant 3 h dans le liquide a scintillation, et la
radioactivité incorporée par les cellules a été mesurée sur un compteur a scintillation beta

(Beckman ; ON, Canada).

La radioactivité incorporée est directement proportionnelle a la prolifération des
cellules Een217 en réponse & la stimulation. Toutes les conditions ont été testées en
triplicata. Puisque la prolifération maximale des cellules Een217 a été obtenue lorsque les
cellules ont été traitées avec 10 M du peptide dérivé de la souche sauvage PV22 du VIH-1
(peptide agoniste PV22), toutes les expériences de stimulation productive par ce peptide ont

été performés en utilisant cette concentration.

85



5- Test de cytotoxicité

L’activité cytotoxique dirigée par les cellules Een217 contre les cellules cibles
présentant les peptides synthétiques derivés de la gp120 de différentes souches du VIH-1 a
été mesurée, en absence de 1’IL-2hr, dans un test de relargage du *'Cr. Les fibroblastes
HLA-DR4* ont été utilisés comme cellules cibles. Les fibroblastes (2x10° cellules/ml) ont
été pré-incubés, pendant 16 h a 37°C dans le milieu de culture en absence des peptides ou
avec des concentrations allant de 10° M a 10™'! M de chacun des peptides variants. Les
fibroblastes ont été par la suite lavés dans 10 ml de milieu de culture, puis incubés pendant
90 min & 37°C, en présence de 100 pCi du Na,’'CrO, (Mandel) dans 1 ml de milieu de
culture. Les cellules ainsi marquées au >!Cr ont été lavées 3 fois dans 10 ml de milieu de
culture et distribuées dans les plateaux 96 puits  raison de 10* cellules/puits, dans un
volume final de 100 pl de milieu de culture. Les cellules Een217 ont été ajoutées a raison de
2x105 cellules/puits dans un volume final de 200 pl/puits de fagon a avoir un ratio cellules
effectrices: cellules cibles de 20:1. Les plateaux ont été centrifugés a 800 x g pendant 1 min
pour favoriser le contact cellulaire. Aprés une incubation de 6 h a 37°C, les plateaux ont été
centrifugés a 800 x g pendant 5 min a 4°C et 100 pl de surnagent a été récolté de chaque
puits. La radioactivité relichée a été mesurée sur compteur a scintillation gamma
(Beckman ;) et le pourcentage de lyse spécifique a été calculé selon la formule suivante: [(E£
- O)/(M - O)] x 100, avec E qui correspond a la valeur de la radioactivité reldchée
expérimentale, C qui correspond a la valeur de la radioactivité reldchée spontanée et M qui
correspond 4 la valeur de la radioactivité relichée maximale. La valeur C est déterminée en
calculant la moyenne de la radioactivité relachée dans les puits contenant 100 pl de milieu
de culture a la place des cellules effectrices, et la valeur M est déterminée en calculant la
moyenne de la radioactivité relachée dans les puits ot les cellules cibles ont été lysées avec

100 pl de Triton X-100 4 0.5 %. Toutes les conditions ont été testées en triplicata.
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6- Test d'induction d'anergie des cellules Een217 par les peptides synthétiques
dérivés de la gp120 de différentes souches du VIH-1

Nous avons testé I’induction de I’anergie des cellules Een217 par les peptides variants,
en absence de I’IL-2hr, selon le protocole décrit par Sloan-Lancaster ef al., 1993. Ainsi, les
fibroblastes HLA-DR4" irradiés (5000 rads) ont été lavés deux fois dans 10 ml de milieu de
culture puis distribués dans des plateaux de culture 24 puits (5x10° cellules/puits) en absence
de peptides ou en présence de 10 M de chacun des peptides variants dans un volume final
de 700 pl. Aprés 16 h d’incubation a 37°C, les cellules ont été lavées deux fois dans 10 ml
de milieu de culture pour éliminer l'excédant des peptides. Les cellules Een217 ont été par la
suite ajoutées a raison de 5x103 cellules/puits, dans un volume final de 1 ml de milieu de
culture. Apres 48 h de co-incubation pour favoriser I’induction de I’anergie, les cellules
Een217 ont été séparées des fibroblastes par centrifugation sur gradients de Ficoll Hypaque
Plus a 400 x g pendant 25 min. Les cellules Een217 récoltées ont été lavées 3 fois dans 10
ml de milieu de culture et ensuite distribuées dans des plateaux 24 puits a raison de 5x10°
cellules/puits, dans un volume final de 1ml de milieu de culture. Aprés 48 h de repos a 37°C,
les cellules Een217 ont été testées pour leur capacité de prolifération en réponse a la
stimulation avec le peptide agoniste PV22 a 10 M tel que décrit dans la section 4 de ce

chapitre. Ces expériences ont toutes été effectuées en triplicata.
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7- Test de stimulation des cellules Een217 avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28

Nous avons testé la prolifération des cellules Een217 en réponse a la stimulation par
les anticorps monoclonaux (AcM) anti-CD3 @ anti-CD28, en absence de I’IL-2hr, selon le
protocole décrit par Jenkins et al., 1990. Afin d’immobiliser ’AcM anti-CD3, 1 pg
d’antisérum de chevre dirigé contre les immunoglobulines murines (GAMIg) IgG, IgA et
IgM (chaines lourdes et chalnes légeres) (Zymed Laborotories Inc ; San Francisco, CA,
USA) a été étalé dans chacun des puits d’un plateau de 96 puits. Aprés 2 h d’incubation a
37°C, les puits ont été lavés deux fois avec du PBS 1X, et ensuite des doses croissantes de
I'AcM anti-CD3 (0.15 a 5 ng) (Clone UCHT-1, Immunotech, Coulter ; Marseille, France)
ont €té ajoutées dans chaque puits, dans un volume de 200 pl de PBS 1X. Aprés 16 h
d’incubation a 37°C, les puits ont été lavés deux fois avec du PBS 1X. Les sites n’ayant pas
fixé d’anticorps ont été bloqués avec du RPMI 1640 contenant 10 % de SFV (100 pl/puits).
Aprés 1 h d’incubation a 37°C, I'AcM anti-CD28 (Clone CD28.2, Immunotech, Coulter) a
été ajouté (0.1 pg/puits) en méme temps que les cellules Een217 (5x10 cellules/puits), dans
un volume final de 200 pl de milieu de culture. Les plateaux ont été incubés 24 h a 37°C
avant ’ajout de 1 uCi de [*H]TdR dans chaque puits. La prolifération des cellules Een217 a
été déterminée, apres 48 h d'incubation a 37°C, en mesurant la radioactivité incorporée par
les cellules tel que décrit dans la section 4 de ce chapitre. Ces expérinces ont toutes été

effectuées en triplicata.

Puisque la prolifération maximale des cellules Een217 est obtenue lorsque les cellules
sont traitées avec 2.4 ng d'AcM anti-CD3 plus 0.1 pg d'AcM anti-CD28, les expériences de

stimulations productives par les AcM ont été réalisées en utilisant ces concentrations.
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8- Test d’induction d'anergie des cellules Een217 par I' AcM anti-CD3 immobilisé

L'anergie par 'AcM anti-CD3 immobilisé par le GAMIg a été induite, en absence de
I’IL-2hr, selon le protocole décrit par Jenkins et al., 1990. Afin d’immobiliser I’AcM anti-
CD3, 1 pug de GAMIg a été étalé dans chacun des puits d’un plateau 24 puits. Aprés 2 h
d’incubation a 37°C, les puits ont été lavés deux fois avec du PBS 1X et par la suite, des
doses croissantes de I'AcM anti-CD3 (0.15 & 5 ng) ont été ajoutées dans chaque puits, dans
un volume de 200 pl de PBS 1X. Apres 16 h d’incubation & 37°C, les puits ont été lavés
deux fois avec du PBS 1X, et les cellules Een217 (5x10° cellules/puits) ont été ajoutées dans
un volume final de 1 ml de milieu de culture. Aprés 48 h d'incubation des cellules Een217 en
présence de I’AcM anti-CD3 pour favoriser I’induction de I’anergie, les cellules Een217 ont
été récoltées, lavées 3 fois avec 10 ml de milieu de culture puis distribuées dans des plateaux
24 puits (5x10° cellules/puits) dans un volume final de 1 ml de milieu de culture. Aprés 48 h
de repos a 37°C, les cellules Een217 ont été testées pour leur capacité de prolifération en
réponse a la stimulation avec les AcM anti-CD3 (2.4 ng) @ anti-CD28 (0.1 pg) tel que décrit
dans la section 7 de ce chapitre. La capacité de prolifération des cellules Een217 a également
été évaluée en réponse a la stimulation avec le peptide agoniste PV22 a des concentrations

allant de 10 M 4 10'° M tel que décrit dans la section 4 de ce chapitre.
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9- Tests de réversion et de prévention de I'état d'anergie par I'IL-2hr exogéne

Nous avons testé la capacité de I'L-2hr exogeéne a reverser ou a prévenir l'état
d'anergie des cellules Een217 induite par le ou les peptides anergiques et par 'AcM anti-

CD3.
9-1 Réversion de I'état d'anergie

Les cellules Een217 ont été pré-traitées avec les peptides variants anergiques
(concentration inductrice d’anergie) telle que décrit dans la section 6, ou avec I'AcM anti-
CD3 (dose inductrice d’anergie) telle que décrit dans la section 8 de ce chapitre. Les cellules
Een217 rendues ainsi anergiques ont été lavées 3 fois dans 10 ml de milieu de culture et
resuspendues en présence de I'IL-2hr a 50 U/ml, puis distribuées dans des plateaux 24 puits
(5x10° cellules/puits) dans un volume final de 1 ml. Aprés 48 h de culture 4 37°C en
présence de I’IL-2hr pour reverser 1’anergie, les cellules ont été récoltées et lavées deux fois
dans 10 ml de milieu de culture sans IL-2hr et ensuite testées pour leur capacité de
prolifération en réponse a la stimulation avec le peptide agoniste PV22 a 10 M tel que
décrit dans la section 4 de ce chapitre, et avec les AcM anti-CD3 (2.4 ng) @ anti-CD28 (0.1
ng), tel que décrit dans la section 7 de ce chapitre. Toutes les conditions ont été testées en

triplicata.
9-2 Prévention de I'état d'anergie

Pour prévenir l'état d'anergie des cellules Een217, I'IL-2hr exogéne (50 U/ml) a été
ajoutée pendant les premiéres 48 h du pré-traitement des cellules Een217 avec les peptides
anergiques ou avec 1'AcM anti-CD3. Les cellules ont été par la suite lavées 3 fois dans le
milieu de culture et resuspendues en absence de I’IL-2hr, puis distribuées dans des plateaux
24 puits (5x10° cellules/puits) dans un volume final de 1 ml. Aprés 48 h de culture 4 37°C,

les cellules Een217 ont été récoltées et lavées deux fois dans 10 ml de milieu de culture sans
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IL-2hr et ensuite testées pour leur capacité de prolifération en réponse a la stimulation avec
le peptide agoniste PV22 4 10 M tel que décrit dans la section 4 de ce chapitre, et & la

stimulation avec les AcM anti-CD3 (2.4 ng) @ anti-CD28 (0.1 pg) tel que décrit dans la

section 7 de ce chapitre.
10- Niveau de production de I'IL-2 par les cellules Een217

Le niveau de production de I'IL-2 par les cellules Een217 a été dosé a I’aide d’un test
biologique utilisant la lignée cellulaire CTLL-2. CTLL-2 est un clone de lymphocytes T
cytotoxiques de souris C57BL/6 dont la croissance dépend de I'IL-2 (Gearing et al., 1985).
Le niveau de production de I’IL-2 dans les surnageants de culture des cellules Een217 a été
évalué de fagon relative et ce, par rapport a la capacité de prolifération des cellules CTLL-2
en présence de ces surnageants (Oth et al., 1987). Ainsi, les surnageants de culture des
cellules Een217 (5x10° cellules/test) pré-traitées avec I’AcM anti-CD3 (dose inductrice
d’anergie) ou avec le ou les peptides anergiques, puis stimulées avec 10® M du peptide
agoniste PV22 (section 4 de ce chapitre) ou bien avec les AcM anti-CD3 (2.44 ng) @ anti-
CD28 (0.1 pg) (section 7 de ce chapitre), ont été dilués et distribués dans des plateaux 96
puits (50 pl/puits) en présence des cellules CTLL-2 (4x10* cellules/puits), dans un volume
final de 100 pl de milieu de culture sans IL-2hr. Les plateaux ont été incubés pendant 16 h a
37°C avant I’ajout de 1 uCi de [’H]TdR dans chaque puits. Le niveau de prolifération des
cellules CTLL-2 a été determiné aprés 16 h d’incubation a 37°C en mesurant la radioactivité
incorporée par ces cellules (section 4 de ce chapitre). Toutes les conditions ont été testées en
triplicata. La quantité d'IL-2 présente dans les surnageants de culture des cellules Een217 a
été déterminée aprés extrapolation des valeurs des taux de la radioactivité incorporée (niveau
de prolifération des CTLL-2) sur une courbe étalon, qui a été générée en utilisant une
solution standard d'IL-2hr (100 U/ml) dans un autre test de prolifération des CTLL-2. Les

résultats sont présentés sous forme d'unités d'IL-2 secrétée/ml.
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11- Analyse du niveau d'expression des récepteurs cellulaires de surface par
cytométrie de flux

L'expression des récepteurs CD4, CD3, et CD25 a la surface des cellules Een217 a été
déterminée par cytométrie de flux. Ainsi, les cellules Een217 en culture ont été lavées avec
10 ml de PBS 1X (108 cellules/test), puis resuspendues dans 100 pl de PBS 1X. Les cellules
Een217 ont été ensuite incubées en présence de 20 pl de I'AcM anti-CD4 (Clone
SFCI12T4D11, [2 mg/ml] ; Beckman, Coulter ; ON, Canada) conjugué a la rhodamine
(RD1), ou en présence de 20 pl de I'AcM anti-CD3 (Clone UCHT]I, [2 mg/ml] ; Beckman,
Coulter) conjugué a la fluoresceine isothiocyanate (FITC), ou en présence de 20 pl de I'AcM
anti-CD25 (Clone B1.49.9, [2 mg/ml] ; Beckman, Coulter) conjugué a la FITC. L’ AcM anti-
CD25 reconnait le récepteur CD25 qui correspond a la sous-unité o (55 kDa) du récepteur
de I'IL-2. Apres 1 h d’incubation a la température de la piéce, les cellules ont été lavées dans
du PBS 1X froid pour éliminer I’excédant d’anticorps, puis elles ont été resuspendues dans
100 pul de PBS 1X et ensuite analysées pour I’expression des récepteurs CD4, CD3 ou CD25

a leurs surface a I’aide d’un cytométre EPICS (Coulter ; Miami, Fla, USA).

Pour chaque analyse, 10° cellules Een217 ont été incubées en présence d’un AcM non
spécifique (contrdle isotypique) conjugué a la FITC ou a la RD1 pour mesurer le bruit de
fond de la fluorescence due a sa fixation. La fluorescence qui constitue le bruit de fond est
soustraite de la fluorescence due a la fixation des AcM spécifiques (conjugués a la FITC ou

a la RD1) aux récepteurs cellulaires.
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12- Immunoprécipitation de la PTK Zap-70 des cellules Een217 et analyse par
immunobuvardage de type Western (Western blot)

La PTK Zap-70 a été immunoprécipitée a partir des lysats des cellules Een217
stimulées avec les peptides synthétiques dérivés de la gp120 de différentes souches du VIH-

1 ou stimulées avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28.
12-1 Stimulation et lyse des cellules Een217

Pour la stimulation des cellules Een217 par les peptides synthétiques, les fibroblastes
HLA-DR4* ont été mises en culture sans IL-2hr dans des plateaux de culture 24 puits (10°
cellules /puits), en présence de concentrations allant de 10 M a 10" M du peptide agoniste
PV22 ou des peptides variants. Aprés 16 h d’incubation a 37°C, les cellules ont été lavées
pour éliminer ’excédant des peptides, et les cellules Een217 ont été ajoutées a raison de
12x108 cellules/puits, dans un volume final de 500 ul de milieu de culture sans IL-2hr. Les
plateaux ont été centrifugés pendant 1 min & 800 x g pour favoriser le contact cellulaire, et
ensuite incubés a 37°C pendant 5 min. La stimulation a été arrétée en ajoutant 500 pl de PBS
1X froid dans chaque puits. Les plateaux ont été transférés immédiatement sur glace, et les
cellules ont été récoltées et transférées dans les tubes eppendorfs. Aprés une centrifugation a
14 000 x g pendant 30 sec a 4°C, les cellules en culot ont été lysées avec 500 pul de tampon
de lyse contenant le Triton X-100 a 1 %, 20 mM Tris-HCL [pH 8], 150 mM NaCl, 5 mM
NaF, 5 mM EDTA, inhibiteurs de protéases (1 mM PMSF, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml
aprotinin), et ’inhibiteur de phosphotyrosine phosphatase (1 mM sodium orthovanadate).
Les lysats cellulaires ont été incubés pendant 30 min sur la glace puis centrifugés a 14 000 x

g pendant 30 min & 4°C pour éliminer les débris cellulaires.

Pour la stimulation des cellules Een217 avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28, les
cellules ont été lavées dans le milieu RPMI, puis transférées dans des tubes eppendorfs a

raison de 12x10°cellules/ml en présence de 1'AcM anti-CD3 (12 ng/ml) et de I'AcM anti-
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CD28 (0.5 pg/ml). Aprés 30 min d’incubation & 4°C, les cellules ont été lavées dans le
milieu RPMI pour éliminer I’éxcédent des AcM et ensuite resuspendues dans 1 ml de milieu
RPMI. Le GAMIg a 4 pg/ml a été ajouté dans chaque tube pour servir de pont afin d’inter-
relier I’AcM anti-CD3 et I’AcM anti-CD28. Aprés une incubation de 5 min a 37°C, la
stimulation des cellules a été arrétée par addition de 500 ul de PBS 1X froid dans chaque
tube. Les tubes ont été centrifugés a 14 000 x g pendant 30 sec a 4°C et les cellules en culots

ont été lysées dans 500 pl de tampon de lyse froid telle que décrit précédemment.
12-2 Immunoprécipitation et analyse par Western blot

Pour immunoprécipiter la PTK Zap-70, les lysats cellulaires ont été incubés en
présence de 2 pl de I'anticorps polyclonal anti-Zap-70 (Couture et al., 1994a,b) et 25 ul de
billes d'agarose conjuguées aux anticorps anti-IgG de lapin (Sigma Bio.Science), pendant 2
h a 37°C. Les complexes immuns ont été lavés deux fois dans le tampon de lyse, deux fois
dans le tampon de lyse contenant 0.5 M NaCl, et une derniére fois dans le tampon de lyse.
Les protéines immunoprécipitées ont été dissociées et dénaturées par ébullition pendant 5
min dans 25 pl de tampon d’électrophorése RED 2X (100 mM Tris-HCL [pH 6.8], 20 % de
glycérol, 4 % de SDS, 0.2 % de bleu de bromophénol, 10 % du 2-B-mercaptoéthanol). Les
protéines ont été par la suite séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide 13 %
(SDS-PAGE), en conditions réductrices. Aprés l'électrophorése, les protéines ont été
transférées sur membranes de nitrocellulose pour étre analysées par “Western blot”. Pour la
détection des protéines phosphorylées, les membranes de nitrocelluloses ont été d’abord
bloguées dans une solution de BSA 4 % pendant 2 h 4 4°C, et ensuite incubées pendant 16 h
a 4°C en présence de I’AcM anti-phosphotyrosine (4G10, Upstate Biotechnology ; Lake
Placid, NY, USA) dilué 1/5000 dans du BSA 4 %. Pour s’assurer de la présence de quantités
égales de la PTK Zap-70 dans les produits d’immunoprécipitation, les membranes ont été
bloquées dans du lait 5 % (P/V) pendant 2 h & 4°C, et ensuite incubées pendant 16 h a 4°C

en présence de I’AcM anti-Zap-70 (2F3.2, Upstate Biotechnology) dilué 1/2000 dans du lait
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5 %. Les membranes ont été lavées trois fois avec du PBS 1X, et ensuite incubées pendant 1
h a la température de la piéce en présence de I’anticorps de chévre dirigé contre les Ig de
souris conjugué a la peroxydase (Gibco-BRL), dilué 1/4000. Les protéines ont été
visualisées en utilisant un systéme de détection par chemiluminescence (ECL, Amersham ;

Qc, Canada) selon les instructions du manufacturier.

La présence des MAP kinases actives Erk 1 et Erk 2 dans les lysats cellulaires Een217
a été vérifiée par analyse Western blot en utilisant un anticorps polyclonal anti-MAP kinase
(dilué 1/10000) dirigé contre les formes actives phosphorylées Erk 1 (p44) et Erk 2 (p42)
(pTEpY, Promega ; Madison, WI, USA). Afin de s’assurer de la présence de quantités
égales de la protéine Erk 2 dans les échantillons analysés, les membranes ont été analysées
par Western blot en uitlisant l'anticorps polyclonal anti-Erk 2 (C-14, Santa Cruz

Biotechnology, Inc ; Santa Cruz, CA, USA) dilué 1/2000.
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13- Précipitation, a partir des cellules Een217, des chaines { tyrosine phosphorylées du
TCR en présence de la protéine de fusion GST-Zap(SH2),

La protéine de fusion Glutathione S-Transférase (GST)-Zap(SH2),, contenant les deux

domaines SH2 de la PTK Zap-70, a été utilisée pour précipiter les chaines { phosphorylées

du TCR a partir des lysats des cellules Een217. Les domaines SH2 de la PTK interagissent
avec les résidus tyrosines phosphorylées des motifs ITAM des chaines { du TCR.

13-1 Préparation de la protéine de fusion GST-Zap(SH2),

Le cDNA codant pour les deux domaines SH2 correspondant aux acides aminés 1 a
260 de la PTK Zap-70 humaine, a été¢ amplifié par PCR et cloné dans le vecteur d'expression
pGEX-3T tel que décrit par Chan et al., 1992. Le vecteur d’expression exprimant la protéine
GST-Zap(SH2), nous a été fournie par le laboratoire du Dr A.Chan de l’université
Washington ( St.Louis, MO, USA). Briévement la protéine de fusion GST-Zap(SH2), a été
purifiée a partir d’une culture bactérienne de bactéries recombinants DH5 ol mises en culture
dans le milieu Luria Broth pendant 16 h a 37°C sous agitation. Les bactéries en culture ont
été par la suite induites avec 1mM d'isopropylthio-B-D-galactoside (IPTG, Pharmacia)
pendant 4 h, afin de favoriser I’expression de la protéine recombinante GST-Zap(SH2),. Les
bactéries ont été lavées avec du PBS 1X puis resuspendues dans 10 % de Triton X-100 avant
d’étre brisées aux ultrasons. La protéine de fusion a été par la suite purifiée par
chromatographie d’affinité sur une colonne de sépharose-glutathione (Pharmacia
Biotechnology ; Qc, Canada). La pureté de la protéine recombinante a été¢ confirmée par

SDS-PAGE.

13-2 Précipitation des chaines { tyrosine phosphorylées

Les lysats dérivés des cellules Een217 ont été incubés en présence de 5 pg de protéine

de fusion GST-Zap(SH2), liée aux billes de sépharose-glutathione (Sigma Bio.Sciences)
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pendant 1 h a 4°C. Les produits de co-précipitation GST-Zap(SH2),-{ tyrosine
phosphorylées ont été lavées deux fois dans le tampon de lyse, par la suite deux autres fois
dans le tampon de lyse contenant 0.5 M NaCl, et une derniére fois dans le tampon de lyse
avant d’étre analysés par Western blot en utilisant 'AcM anti-phosphotyrosine (4G10,
Upstate Biotechnology) pour la detection des chaines { phosphorylées, tel que décrit dans la

section 12.2 de ce chapitre.
14- Activité kinase de JNK

L’activité kinase de la MAP kinase JNK a été évaluée par sa capacité de phosphoryler
cellules Een217 en présence de la protéine de fusion GST-c-Jun (a.a. 1 a 79). Pour la
préparation de la protéine de fusion, le cDNA codant pour les acides aminés 1 a 79 de la
protéine c-Jun a été cloné dans le vecteur d’expression pGEX-3T tel que décrit par Jacinto ef
al., 1998. Le vecteur d’expression exprimant la protéine de fusion GST-c-Jun (a.a. 1 a 79)
nous a été fourni par le laboratoire du Dr A. Koromilas de I’université McGill (Montréal,
Qc, Canada), et la protéine de fusion a été purifiée tel que décrit dans la section 13.1 de ce
chapitre. Ainsi, les lysats dérivés des cellules Een217 (12x10° cellules/test) pré-traitées avec
'AcM anti-CD3 (dose inductrice d’anergie) et stimulées avec 10 uM du peptide agoniste
PV22 ou avec les AcM anti-CD3 (12 ng/ml) @ anti-CD28 (0.5 pg/ml) (tel que décrit dans la
section 11.1 de ce chapitre), ont ét€ incubés en présence de 5 pg de la protéine de fusion
GST-c-Jun (a.a. 1 a 79) purifiée liée aux billes d'agarose-glutathione (Pharmacia
Biotechnology) pour précipiter la MAP Kinase JNK. Aprés 2 d’incubation a 4°C, les
complexes GST-c-Jun/JNK co-précipités ont été lavés 4 fois avec le tampon HBB pH 7.7
(20 mM hepes, 50 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 2.5 mM MgCl2, 0.05 % Triton X-100), et
deux fois avec le tampon kinase pH 7.5 sans ATP (20 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, 20 mM
MgCl2). Aprés les lavages, 1 uM d'ATP contenant 10 1Ci[*?P]-yATP a été ajouté a chaque

échantillon pour permettre la phosphorylation de c-Jun par JNK. Aprés une incubation de 30
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min a 30 °C, les complexes GST-c-Jun/JNK ont été lavés 3 fois dans le tampon HBB froid.
Les protéines ont été par la suite dissociées et dénaturées par ébullition dans le tampon
d’électrophoreése RED 2X. et séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide a 10 %
(SDS-PAGE). Les protéines ainsi séparées ont été transférées sur membrane de
nitrocellulose et la présence de la protéine c-Jun phosphorylée par INK (c-Jun-[*?P]) a été
revelée par autoradiographie de la membrane. Afin de s’assurer de la présence de quantités
égales de la protéine de fusion GST-c-Jun(1-79) dans tous les produits de co-précipitation,
les membranes ont été analysées par Western blot en utilisant I'AcM anti-GST (B-14,
1/4000; Santa Cruz Biotechnology, Inc) dilué 1/4000 dans du lait 5% tel que décrit dans la

section 12.2 de ce chapitre.
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RESULTATS



1-  Peptides dérivés de la gp120 de variants du VIH-1 capables d’induire I'anergie de

CTL spécifiques

Le premier objectif de ce projet consistait 4 déterminer si des variants du VIH-1 ont la
capacité d'induire l'anergie des cellules T cytotoxiques spécifiques au virus sauvage. Ceci
justifie I’utilisation des lymphocytes T CD4*cytotoxiques Een217. Ces cellules, restreintes
aux molécules du CMH classe II HLA-DR4, sont spécifiques a 1’épitope CTL13 de la gp120
de la souche PV22 du VIH-1. A I’aide de cet outil, nous avons évalué l'effet des peptides
variants de la gp120 du VIH-1 PV22 sur la prolifération et l'activation cytotoxique des

cellules CTL spécifiques Een217.

1-1 Réponses fonctionnelles des cellules Een217 i la stimulation avec les peptides
dérivés de la gp120 de différentes souches du VIH-1

1-1.1 Prolifération

Les expériences mesurant la capacité de prolifération des cellules Een217 en réponse a
la stimulation avec les peptides dérivés de différentes souches du VIH-1, en utilisant les
fibroblastes HLA-DR4+ comme cellules présentatrices de ’antigéne (APC DR4%), ont
montré qu’a la concentration 10® M, le peptide dérivé de la souche sauvage PV22 induit un
maximum de prolifération des cellules Een217 (fig. 14), alors que les peptides variants
dérivés des souches virales CDC42, EL1 et Z3 sont incapables d'induire la prolifération des
cellules Een217. Cependant dans les mémes tests, le peptide variant dérivé de la souche
virale HXB2, dont la séquence ne différe que de deux acides aminés (F231 et E29K) de celle
du peptide dérivé de la souche sauvage PV22 (Tableau 2), est capable d'induire la
prolifération des cellules Een217, mais de fagon moins efficace que le peptide agoniste

PV22 (fig. 14).
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Tableau 2. Séquences en acides aminés des peptides utilisés dans cette étude et

leur capacité relative d'induire la prolifération et I'activité cytotoxique des
cellules Een217.

Séquence en acides aminés de la région 410-429 de la gp120 dérivée des souches
PV22, CDC42, EL1, Z3 et HXB2 du VIH-1. L'efficacité relative de chaque peptide
d'induire la prolifération ou la cytotoxicité des cellules Een217 a été calculée sous
forme du ratio de la concentration du peptide natif dérivé du PV22 nécessaire pour
induire 50 % de la réponse maximale sur la concentration du peptide variant
nécessaire pour induire 50 % de la réponse maximale, sous les mémes conditions.
Dans les deux cas, la valeur arbitraire de 1.0 a été attribuée a la concentration du
peptide agoniste PV22 nécessaire pour induire 50 % de I'activation maximale.



Efficacité Relative

Peptide Séquence Prolifération Cytotoxicité
PV22 GSDTITLPCRIKQFINMWQE 1.000 1.000
CDC42 TG-I-----==-- I--R--V <0.0005 <0.0005

EL1 TNTN---Q----- I-K-VAG <0.0005 <0.0005

Z3 CTGN--=-=-=--~ I------ <0.0005 <0.0005
HXB2 = ------------- I----- K 0.043 0.015
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Figure 14. Prolifération des cellules Een217 en réponse aux peptides dérivés de la
gp120 de différentes souches du VIH-1.

Prolifération des cellules Een217 en réponse aux fibroblastes HLA-DR4* (APC DR4")
présentant différentes concentrations du peptide agoniste dérivé de la souche PV22 et
des peptides variants dérivés des souches CDC42, EL1, Z3 et HXB2. Le peptide
agoniste induit un maximum de prolifération des cellules Een217 a la concentration de
10 M. Le peptide variant HXB2 est capable d’induire la prolifération des cellules
Een217, mais de fagon moins efficace que le peptide agoniste PV22.
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1-1.2 Activité cytotoxique des cellules Een217

Lors de ce test, nous avons évalué le niveau de I’activité cytotoxique des cellules
Een217 dirigée contre les cellules cibles, soit les fibroblastes HLA-DR4™, présentant les
peptides synthétiques dérivés des différentes souches du VIH-1. Ainsi, et tel qu’attendu,
I’activité cytotoxique dirigée par les cellules Een217 était maximale contre les cellules cibles
présentant le peptide agoniste dérivé de la souche virale PV22 du VIH-1 avec un
pourcentage de lyse spécifique de 40 % (fig.15). Seul le peptide variant dérivé de la souche
virale HXB2 est capable d'induire la fonction cytotoxique des cellules Een217 avec un
pourcentage de lyse spécifique de 35 %, il en demeure pas moins que cette lyse a été
obtenue avec une concentration du peptide variant HXB2 100 fois supérieure a celle du
peptide agoniste PV22. La concentation du peptide agoniste PV22 était de 10”7 M (associée 4
une lyse spécifique de 40 %) comparé a celle du peptide variant HXB2 qui était de 10° M
(associ€e a une lyse spécifique de 35 %). Les peptides dérivés des souches CDC42, EL1 et
73, lorsque présentés par les cellules cibles HLA-DR4*, se sont avérés incapables d’induire
I’activité cytotoxique des cellules Een217. Ensemble, ces résultats indiquent que les cellules
Een217 peuvent répondre au peptide variant dérivé de la souche virale HXB2 in vitro mais

seulement lorsque des concentrations élevées du peptide sont utilisées.
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Figure 15. Activité cytotoxique des cellules Een217 dirigée contre les cellules
cibles présentant les peptides dérivés de la gp120 de différentes souches du VIH-1

Susceptibilité de lyse des fibroblastes HLA-DR4* présentant différentes
concentrations du peptide agoniste PV22 et des peptides variant CDC42, EL1, Z3 et
HXB2, par les cellules Een217. Dans cette expérience, les cellules ont été co-cultivées
pendant 6 h avec un ratio effecteurs:cibles de 20:1 et les pourcentages de lyse
spécifique sont présentés. Le peptide agoniste PV22 induit 40 % de lyse spécifique a
la concentration 10" M. Le peptide variant HXB2 est 100 fois moins efficace que le

peptide agoniste PV22 dans ce test.
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1-2  Anergie des cellules Een217 induite par le peptide variant HXB2

La possibilité que les peptides dérivés de variants du VIH-1 pourraient induire
I'anergie dépendante du TCR des CTL n'a jamais été explorée. Ainsi et afin de déterminer si
les peptides dérivés de la gp120 de différentes souches du VIH-1 sont capables d’induire
I'anergie des cellules T, les cellules Een217 ont été pré-traitées avec 10 M de chacun des
peptides variants (voir tableau 2) présentés par les APC DR4* pendant 48 h, puis maintenues
au repos pendant 48 h et stimulées ensuite par la concentration mitogénique du peptide
agoniste PV22 (10™® M) pour évaluer leur capacité de prolifération. Ceci nous a permis de
montrer qu'a une concentration ou le peptide agoniste PV22 induit la prolifération et la
fonction cytotoxique des cellules T (10°® M), le peptide variant HXB2 inhibe de 95 % la
prolifération des cellules Een217 en réponse au peptide agoniste PV22 (fig. 16). Sous les
mémes conditions, les peptides variants CDC42 et EL1 montrent un effet d’inhibition
marginal sur la prolifération des cellules Een217 en réponse au peptide agoniste PV22, avec
une inhibition de 23 % et de 20 % respectivement (fig. 16). Le peptide variant Z3 est, par
contre, capable de réduire la prolifération de 56 % suite a la stimulation avec le peptide
agoniste PV22. Ces résultats montrent trés bien que le peptide variant HXB2 est capable
d'induire I'anergie via le TCR des CTL Een217 en réponse au peptide agoniste dérivé de la

souche sauvage PV22 du VIH-1, in vitro.
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Figure 16. Induction de I'anergie des cellules Een217 par le peptide variant dérivé
de la souche HXB2 du VIH-1.

Prolifération des cellules Een217 pré-traitées, pendant 48 h, avec les APC-DR4*
seules, ou avec les APC-DR4* présentant le peptide agoniste (10 M) ou présentant
les peptides variants (10" M), puis maintenues repos pendant 48 h avant d’étre
stimulées avec 10" M du peptide agoniste PV22. Le pourcentage d'inhibition de la
prolifération obtenu avec chaque peptide est indiqué. Le peptide variant HXB2 bloque
complétement la prolifération des cellules Een217 avec 95 % d'inhibition.



1" peptide

Prolifération induite par le peptide PV22

(10° M) % Inhib.
sans T
PV22 oo
CDC42 23
EL1 20
Z3 56
HXB2 95

Incorporation de la *HTdR (Kcpm)




1-3 Inhibition de I'activité cytotoxique des cellules Een217 rendues anergiques par le

peptide variant HXB2 en réponse au peptide agoniste PV22

Nous avons testé la capacité du peptide variant anergique HXB2 a prévenir l'induction
de I'activité CTL observée apres la stimulation des cellules Een217 par le peptide agoniste
PV22. Pour ce faire, les cellules T ont été d’abord pré-traitées avec des concentrations
croissantes du peptide variant HXB2 présenté par les APC DR4*, puis maintenues au repos
pendant 48 h et leur activité cytotoxique dirigée contre le peptide agoniste PV22 (107 M) a
été évaluée. Le peptide agoniste PV22 est présenté par les fibroblastes HLA-DR4* marqués
au *'Cr. Tel qu'illustré dans la figure 17-B, le peptide variant HXB2, 4 des concentrations
allant de 10" M a 10 M bloque complétement I'induction de I'activité cytotoxique des
cellules Een217 contre les fibroblates présentant le peptide agoniste PV22 (lyse spécifique
inférieure a 1 %). Généralement et 4 une concentration de 10 M, le peptide agoniste PV22
induit 37 % de l'activit¢ CTL maximale (fig. 17-A). Lorsque des concentrations élevées du
peptide variant HXB2 (107 M et 10 M ) ont été utilisées pour le pré-traitement des cellules
Een217, des niveaux trés bas de cytotoxicité ont été observés avec une lyse spécifique
inférieure a 10 % (fig. 17-B). Ces résultats montrent que le pré-traitement des cellules
Een217 avec le peptide variant anergique HXB2 inhibe 'activité cytotoxique des cellules

Een217 en réponse a la stimulation avec le peptide agoniste PV22.
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Figure 17. Inhibition de I'activité cytotoxique des cellules Een217 rendues
anergiques par le peptide variant HXB2 en réponse au peptide agoniste PV22.

A: Activité cytotoxique dirigée par les cellules Een217 non traitées, contre les APC-
DR4™ présentant le peptide agoniste PV22 (10" M a 10 M) en utilisant un ratio
effecteurs: cibles de 20:1 (contréle positif).

B: Activité cytotoxique dirigée par les cellules Een217 pré-traitées, pendant 48 h, avec
différentes concentrations du peptide variant anergique HXB2 (107" M a 10¢ M)
contre les APC-DR4* présentant le peptide agoniste PV22 (10 M) avec un ratio
effecteurs: cibles de 20:1.

Les valeurs de lyse spécifique obtenues avec 10 M du peptide agoniste PV22 dans la
figure A (contrdle positif) sont représentées par l'astérisque dans la figure B. Le
peptide variant anergique HXB2 inhibe complétement l'activité cytotoxique des
cellules Een217 en réponse 4 10" M du peptide agoniste PV22.
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1-4 Analyse phénotypique par cytométrie de flux, des cellules Een217 stimulées avec le
peptide agoniste et les peptides variants

1-4.1 Expression du récepteur TCR/CD3 et du récepteur CD4

L'incubation des lymphocytes T en présence de concentrations mitogéniques d'un
peptide agoniste, présenté par les APC en association avec la molécule du CMH, peut
induire l'internalisation du complexe TCR/CD3. L’internalisation du complexe TCR/CD3
implique des interactions en série du récepteur avec un petit nombre de complexes
peptide/CMH conduisant & la diminution de l'expression du TCR stimulé (Valiutti et al.,
1995). Ce phénoméne est médié probablement par I'activation des kinases Lck et Fyn de la
famille Src, mais ne se produit pas lors de la stimulation des lymphocytes T avec des
concentrations élevées des peptides agonistes partiels ou antagonistes du TCR (LaFace et
al., 1997 ; Bachmann ef al., 1998). Cependant, puisque des concentrations élevées du
peptide variant HXB2 induisent la prolifération et I’activité cytotoxique des cellules Een217
(figures 14 et 15), nous avons examiné la possibilité selon laquelle 1'exposition des cellules
Een217 au peptide HXB2 pourrait moduler I'expression du complexe TCR/CD3 et empécher
ainsi leur stimulation ultérieure avec le peptide agoniste PV22 via le TCR. Les cellules
Een217 ont été ainsi stimulées avec des concentrations allant de 10® M a 10 M du peptide
agoniste PV22, et des peptides variants HXB2 et CDC42, pendant 48 heures, et 'expression
de surface du complexe TCR/CD?3 a été déterminé par cytométrie de flux, en utilisant ' AcM
dirigé contre la chaine € du CD3. Cette analyse a révélé que le traitement des cellules
Een217 avec les trois peptides n'altére pas significativement la proportion des cellules
Een217 exprimant les antigénes de surface, qui restent >97 %. Par contre, les niveaux de
densité du complexe TCR/CD3 a la surface des cellules, déterminés a partir de la moyenne
de l'intensité de fluorescence, variaient de fagon importante dépendamment de la
concentration du peptide utilisé (fig. 18-A). En effet, le peptide agoniste PV22 induit

l'internalisation du complexe TCR/CD3 de fagon dose-dépendante, qui se traduit par une
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réduction de la densité de cette molécule a la surface des cellules. Cette réduction peut
atteindre 70 % a la plus haute concentration utilisée du peptide agoniste PV22 (10 M) (fig.
18-A). Cependant, les peptides variants HXB2 et CDC42 induisent des niveaux trés bas
d'internalisation du TCR par rapport au peptide agoniste PV22. Des résultats similaires ont
ét€ obtenus lors de l'analyse de l'expression de surface du récepteur CD4 a l'aide d'un AcM
anti-CD4, aprés stimulation des cellules Een217 avec les peptides PV22, HXB2 et CDC42
(fig. 18-B). Ces résultats indiquent que la stimulation des cellules Een217 avec 10 M des
peptides variants HXB2 et CDC42 n’entraine pas des réductions significatives des niveaux
d'expression de surface du complexe TCR/CD3 et du récepteur CD4 qui demeurent
supérieurs a 90 %. Il est cependant extrémement improbable que la réduction de 95 % dans
la prolifération des cellules Een217 et l'inhibition totale de leur fonction cytotoxique,
observées en réponse au peptide agoniste PV22 (figures 16 et 17) aprés le pré-traitement des
cellules Een217 avec le peptide variant HXB2 a 10 M, soient le résultat d'une réduction
dramatique des niveaux d'expression du complexe TCR/CD3 et/ou du récepteur CD4 a la

surface des cellules.

115



116

Figure 18. Niveaux d'expression des récepteurs TCR/CD3 et CD4 a la surface des
cellules Een217 stimulées avec les peptides dérivés de la gp120 de différentes
souches du VIH-1.

Analyse, par cytométrie de flux, du niveau d'expression des récepteurs TCR-CD3 (A)
et CD4 (B) a la surface des cellules Een217 stimulées pendant 48 h avec différentes
concentrations du peptide agoniste PV22 et des peptides variants HXB2 et CDC42
(10° M a 10 M). Un million de cellules ont été marquées soit par I'AcM anti-CD3
conjugué a la FITC soit par I'AcM anti-CD4 conjugué a la RD1. Les résultats sont
présentés sous forme d'indice d'expression relatif & 1’antigéne de surface, qui
représente le ratio de la moyenne d'intensité de fluorescence (MFI) de chaque antigéne
de surface des cellules Een217 stimulées par rapport a celle des cellules Een217 au
repos (contrdle positif). Les indices de ’expression des antigénes de surface indiquent
la densité de ces molécules a la surface des cellules. Le peptide agoniste PV22 induit
une internalisation importante et dose-dépendante du complexe TCR/CD3, alors que le
peptide variant anergique HXB2 et le peptide variant CDC42 induisent des niveaux
trés bas d'internalisation du complexe TCR/CD3 et du récepteur CD4.
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1-4.2 Induction de I'expression du récepteur CD25 de I'[L-2

Dans le cas ou I'anergie est due & une inhibition de la transcription du géne IL-2, la
simple addition de I'L-2 exogéne devrait contourner cette inhibition et permettre la
prolifération des cellules T (Madrenas ef al., 1996). En effet, les cellules rendues anergiques
par un APL agoniste partiel expriment toujours le récepteur CD25 de I'IL-2. Le niveau
d’expression du récepteur CD25 4 la surface des cellules traitées avec les peptides a été
évalué par cytométrie de flux en utilisant I’ AcM anti-CD25 dirigé contre la sous-unité o du
récepteur de I’IL-2. Cette analyse a montré que 6 % de la population des cellules Een217 au
repos expriment le récepteur CD25. Ce pourcentage passe 4 75 et 78 respectivement lorsque
les cellules Een217 sont stimulées avec le peptide agoniste PV22 (10”7 M) ou avec le peptide

variant HXB2 (107" M) (fig. 19).

La stimulation avec 10 M du peptide variant HXB2 est capable d’induire I’expression
du récepteur CD25 de I’IL-2 dans 13 % de la population cellulaire Een217. Cette expression
est significative relativement au niveau d’induction par les autres peptides variants (6 %
pour le peptide variant Z3 et 5% pour le peptide variant CDC42). Cependant, cette
expression induite par le peptide variant HXB2 demeure faible par rapport a celle induite par
le peptide agoniste PV22. En effet, 63 % de la population cellulaire Een217 sont CD25%
suite & la stimulation avec 10 M du peptide agoniste PV22 (fig. 19). Ces résultats montrent
que la stimulation des cellules Een217 avec la concentration physiologique du peptide
variant HXB2 (10°® M) capable d’induire I'anergie (fig. 16) est également capable d'induire
I’expression du récepteur CD25 (fig. 19). Ce niveau d’expression du récepteur CD25 de
I’IL-2 par les cellules anergiques est suffisant pour permettre la prolifération cellulaire par

I’IL-2 exogéne.
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Figure 19. Induction de I'expression du récepteur CD25 par les cellules Een217
stimulées avec les peptides dérivés de la gp120 de différentes souches du VIH-1.

Analyse par cytométrie de flux du niveau d'expression du récepteur CD25 de I’IL-2
par les cellules Een217 stimulées pendant 48 h avec différentes concentrations des
peptides PV22, HXB2, EL1, Z3 et du CDC42 (107 M, 10 M et 10° M). Un million
de cellules ont été marquées a la fois par I'AcM anti-CD25 conjugué a la FITC et
dirigé contre la sous-unité o de 55 kDa du récepteur de I'IL-2, et par 'AcM anti-CD4
conjugué a la RD1. Les résultats sont présentés en pourcentage de cellules double
positives CD25%7/CD4*. Le contrdle négatif montre qu’environ 6% des cellules non
stimulées expriment le récepteur CD25. Ce pourcentage atteint 63 lorsque les cellules
sont stimulées avec 10 M du peptide agoniste PV22. Seulement 13 % des cellules
stimulées avec 10 M du peptide variant HXB2 expriment le récepteur CD25, ce
pourcentage ne dépassait pas les 6 % en présence des peptides variants Z3 et CDC42.



%CD4*/CD25"

90 -

H10' M
0108 m
7 10° M

NNNNNNNNAN

A :

HXB2 CDC42 Z3 EL-1

Peptide

N =

_. !

Controle (-)



2- Evénements précoces de transduction du signal induits par les peptides dérivés de

la gp120 de différentes souches du VIH-1

I a été établi que les APL, lorsqu'ils sont présentés par les molécules appropriées du
CMH, se lient au TCR et initient des événements de signalisation précoces modifiés qui
différent de ceux qui sont initiés par le peptide agoniste antigénique (Madrenas et Germain,
1996), résultant soit en I’activation partielle ou en l'anergie fonctionnelle des cellules T
(Evavold er al., 1993; Sloan-Lancaster ef al., 1993). Certains de ces événements
intracellulaires déclenchés par les APL inducteurs d'anergie incluent la phosphorylation
incompléte des chaines £ associées au TCR et le recrutement de la PTK Zap-70 non
phosphorylée et non active au complexe TCR/CD3 (Sloan-Lancaster et al., 1994). Dans le
cas de la stimulation du TCR avec le peptide agoniste, Zap-70 est recrutée au TCR par son
association aux chaines { du TCR via ses domaines SH2, puis activé par la PTK Lck. Vu
que nous avons montré que le peptide variant HXB2 est capable d'induire I'anergie des CTL
Een217, nous nous sommes alors interessés a caractériser les événements de signalisation
intracellulaires induits par ce peptide variant du VIH-1. Ainsi, nous avons donc examiné les
événements précoces de transduction du signal induits dans les cellules Een217 en réponse a
la stimulation du TCR avec le peptide agoniste PV22 et avec le peptide variant anergique

HXB2.

2-1 Profil de phosphorylation des chaines { du TCR et de la PTK Zap-70 dans les
cellules Een217 stimulées avec le peptide agoniste PV22 et avec le peptide variant
anergique HXB2

2-1.1 Co-précipitation de la PTK Zap-70 et des chaines { du TCR

Pour déterminer si la stimulation des cellules Een217 avec le peptide anergique HXB2,
est capable de générer des événements biochimiques modifiés, similaires & ceux induits par
les APL anergiques, les cellules Een217 ont été stimulées avec différentes concentrations du

peptide agoniste PV22 ou du peptide variant HXB2 (de 0.01 pM a 1000 pM) pendant 5
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minutes (fig. 20), et la PTK Zap-70 a été immunoprécipitée a partir des lysats cellulaires par
un anticorps polyclonal anti-Zap-70 (Couture er al., 1994a). Les protéines
immunoprécipitées ont été analysées par Western blot en utilisant I'AcM anti-
phosphotyrosine et 'AcM anti-Zap-70 pour vérifier respectivement les niveaux de
phosphorylation et de l'expression de Zap-70. Cette analyse a montré que Zap-70 est
phosphorylée sur ses résidus tyrosines en réponse au peptide agoniste PV22 (fig. 20-A;
concentrations 1000 pM et 10 pM). Par contre, Zap-70 n’est pas phosphorylée en réponse au

peptide variant anergique HXB2 (fig. 20-A ; concentrations 1000 pM et 10 pM).

Le peptide agoniste PV22 est capable d’induire la phosphorylation compléte des
chaines { du TCR qui sont associées & la PTK Zap-70. Les chaines { du TCR sont détectées
sous forme de doublet tyrosine phosphorylé correspondant aux protéines p21, partiellement
phosphorylée et p23, complétement phosphorylée (fig. 20-A, concentrations 1000 pM et 10
uM). Le peptide variant anergique HXB2 induit une phosphorylation partielle des chaines {
du TCR caractérisée par l'apparition de la forme p21 partiellement phosphorylée (fig. 20-A ;
concentrations 1000 pM a 0.01 puM), qui demeure associée a la PTK Zap-70 non
phosphorylée.
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Figure 20. Niveau de phosphorylation de la PTK Zap-70 et son association avec
les chaines { du TCR dans les cellules Een217 stimulées avec les peptides dérivés

des souches virales PV22 et HXB2 du VIH-1.

La PTK Zap-70 a ét¢ immunoprécipitée a partir des lysats des cellules Een217
(12x106 cellules/tests) stimulées avec les APC DR4* seules (puits 1), ou avec les APC
DR4* présentant différentes concentrations du peptide agoniste PV22 ( puits 3 4 7) ou
présentant différentes concentrations du peptide variant HXB2 (puits 10 & 14), a I'aide
d'un anticorps polyclonal anti-Zap-70. Les produits d’immunoprécipitation ont été
analysés par Western blot en utilisant un AcM anti-phosphotyrosine (anti-Ptyr) (A). Le
peptide agoniste PV22 induit la phosphorylation de la PTK Zap-70 aux concentrations
1000 uM et 10 uM, qui reste associée avec les chaines { phosphorylées du TCR. Ces
derniéres apparaissent sous forme d'un doublet p21/p23 (puits 3 et 4). Le peptide
variant anergique HXB2 n'induit pas la phosphorylation de la PTK Zap-70 qui
demeure associée a la forme partiellement phosphorylée (p21) des chaines { du TCR
(puits 10 a 14). L’analyse par Western blot en utilisant un AcM anti-Zap-70 nous a
permis de s'assurer de la présence de quantités équivalentes de Zap-70 dans tous les
produits d’immunoprécipitation (B). Zap-70 est absente dans les lysats des APC seules
(puits 1). La bande IgH apparaissant dans tous les puits correspond a la chaine lourde

de l'immunoglobuline anti-Zap-70.
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2-1.2 Précipitations des chaines { phosphorylées du TCR en présence de la protéine de
fusion GST-Zap(SH2),

La phosphorylation différentielle des chaines { du TCR en réponse au peptide agoniste
PV22 et au peptide variant anergique HXB2 a également été observée lorsque les chaines S
du TCR ont été précipitées en présence de la protéine de fusion GST-Zap(SH2); contenant
les deux domaines SH2 de la protéine Zap-70 (acides aminés 1 & 260). En effet, I’analyse
par Western blot des produits de co-précipitation en utilisant 1'AcM anti-phosphotyrosine,
montre un profil de phosphorylation des chaines { du TCR (le doublet p21/p23) identique a
celui des chaines { du TCR co-précipitées avec Zap-70 (fig. 21). En effet, le peptide variant
HXB2 induit une phosphorylation partielle des chaines { du TCR (fig. 21, concentrations
1000 uM a 0.01 puM), contrairement au peptide agoniste PV22 qui lui induit la
phosphorylation compléte des chaines { du TCR (fig. 21; concentrations 1000 uM et 10
#M). Ceci confirme que les protéines phosphorylées de 21/23 kDa co-précipitées avec Zap-
70 (fig. 20) dérivent effectivement des chaines { du TCR.

Ensemble, ces résultats montrent que le peptide variant anergique HXB2 induit des
¢vénements précoces modifiés de transduction de signal, soit la phosphorylation partielle des

chaines { du TCR et leurs associations avec la PTK Zap-70 non phosphorylée. Ces

événements modifiés sont caractéristiques des APL inducteurs d'anergie (agonistes partiels).
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Figure 21. Précipitation des chaines { phosphorylées du TCR en présence de la
protéine de fusion GST-Zap(SH2),, dans les cellules Een217 stimulées avec les
peptides dérivés des souches virales PV22 et HXB2 du VIH-1.

Les chaines { du TCR ont été précipitées en présence de 5 pg de la protéine de fusion
GST-Zap(SH2), a partir des lysats des cellules Een217 (12x106 cellules/tests)
stimulées pendant 5 min avec les APC DR4* seules (puits 1), ou avec les APC DR4+
présentant différentes concentrations du peptide agoniste PV22 ( puits 3 & 7) ou
présentant différentes concentrations du peptide variant HXB2 (puits 10 a4 14). Les
produits de co-précipitation ont été analysés par Western blot en utilisant un AcM
anti-phosphotyrosine (anti-Ptyr). Cette analyse nous a permis de montrer que le profil
de phosphorylation des chaines £ du TCR précipitées avec les domaines SH2 de Zap-
70 est identique a celui des chaines { du TCR co-précipitées avec Zap-70 (fig. 20). Le
peptide agoniste PV22 induit la phosphorylation compléte des chaines { du TCR
(doublet p21/p23) aux concentrations 1000 pM et 10 pM (puits 3 et 4). Le peptide
variant anergique HXB2 induit la phosphorylation patielle des chaines { du TCR (p21)
(puits 10 al14).
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2-2 Réduction de la phosphorylation des chaines { du TCR induite par le peptide
agoniste PV22 dans les cellules Een217 pré-traitées avec le peptide variant
anergique HXB2

Nous avons montré que le pré-traitement des cellules Een217 avec le peptide variant
HXB2 réduit la capacité des cellules Een217 & répondre & leur peptide antigénique, d’ou
I’idée de vérifier si la phosphorylation des chaines £ du TCR induite par le peptide agoniste
PV22, peut étre diminuée ou modifiée par le pré-traitement des cellules Een217 avec le
peptide variant anergique HXB2. Ainsi, les cellules Een217 ont été pré-traitées pendant 48 h
avec les APC DR4* seules ou bien avec les APC DR4* présentant les peptides variants
HXB2 et CDC42 (1 nM, 10 nM et 100 nM). Les cellules Een217 ont été maintenues au
repos pendant 48 h avant d’étre stimulées pendant 5 min avec les APC DR4*" présentant 10
UM du peptide agoniste PV22. Les chaines { du TCR ont été précipitées a partir des lysats
cellulaires en présence de la protéine de fusion GST-Zap (SH2);. Les produits de co-
précipitation ont été analysés par Western blot en utilisant ' AcM anti-phosphotyrosine. Tel
qu’attendu, la stimulation avec le peptide agoniste PV22 (10 uM) des cellules non pré-
traitées augmente la phosphorylation des chaines { du TCR au moins par 5 fois, comparé au
niveau de phosphorylation des chaines { du TCR dans les cellules au repos non stimulées
(fig. 22, puits 3). Le pré-traitement des cellules Een217 avec 100 nM du peptide variant
anergique HXB2 réduit de fagon importante le niveau de phosphorylation des chaines { du
TCR induite par le peptide agoniste PV22 (fig. 22, puits 4). Un traitement similaire des
cellules T avec 100 nM du peptide variant CDC42 n’inhibe pas la phosphorylation des
chaines { du TCR induite par le peptide agoniste PV22 (fig. 22, puits 7), ce qui est cohérent
avec l'incapacité du peptide variant CDC42 a induire I'anergie des cellules T. Ces résultats
montrent que le pré-traitement des cellules Een217 avec le peptide variant anergique HXB2

inhibe la phosphorylation des chaines  du TCR induite par le peptide agoniste PV22.
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Figure 22. Réduction de la phosphorylation des chaines { du TCR induite par le
peptide agoniste PV22 dans les cellules Een217 rendues anergiques avec le
peptide variant HXB2.

Les chaines { du TCR ont été précipitées en présence de 5 pg de la protéine de fusion
GST-Zap(SH2)3, & partir des lysats des cellules Een217 (12x106 cellules/tests) pré-
traitées pendant 48 h avec les APC DR4* seules (puits 3), ou avec les APC DR4*
présentant différentes concentrations du peptide variant HXB2 (puits 4 a 6) ou
présentant différentes concentrations du peptide variant CDC42 (puits 7 a 9), puis
maintenues au repos pendant 48 h avant d’étre stimulées pendant 5 min avec 10 uM
du peptide agoniste PV22. Les produits de co-précipitation ont été analysés par
Western blot en utilisant un AcM anti-phosphotyrosine (anti-Ptyr). Le pré-traitement
avec le peptide variant anergique HXB2 réduit le niveau de la phosphorylation des
chaines { du TCR induite par le peptide agoniste PV22 (puits 4). Le pré-traitement
avec le peptide variant CDC42 (non anergique) n’inhibe pas la phosphorylation des
chaines { du TCR induite par le peptide agoniste PV22 (puits 72 9).
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3- Prévention et réversion, par I'IL-2 exogéne, de I'état d'anergie des cellules Een217

induite par le peptide variant HXB2

Dans plusieurs systémes expérimentaux, 1'état d’anergie des cellules T, induite par les
APL via le TCR ou par l'absence du signal co-stimulateur, est le résultat d’une répression
active de l'activation transcriptionnelle du géne codant pour I'IL-2 (Boussiotis ef al., 1997,
Telander et al., 1999). Cette répression de 1’activité transcriptionnelle et par conséquent de
la production de I’IL-2 empéche les cellules T stimulées avec le peptide agoniste d'entamer
le cycle cellulaire. En effet, Madrenas et Germain (1996) ont montré que I'addition de I'[L-2
exogéne au moment de la stimulation des cellules T avec un APL anergique, ou durant la
période de récupération avant la stimulation avec le peptide agoniste est suffisante pour
prévenir ou renverser l'induction de 1'état d'anergie. Pour faire suite a ces travaux, nous
avons évalué la capacité de I’IL-2 exogéne a prévenir ou a reverser l'induction de I'anergie

des cellules Een217 par le peptide variant HXB2.
3-1 Prévention de I'anergie des cellules Een217 par I'IL-2 exogéne

Les cellules Een217 ont été pré-traitées pendant 48 h, avec les APC DR4" seules, ou
avec les APC DR4* présentant le peptide variant anergique HXB2 (108 M) ou présentant le
peptide variant CDC42 (10°® M), en présence de I'lL-2 humaine recombinante (IL-2hr) & 50
U/ml. Les cellules ont été par la suite maintenues au repos pendant 48 h en absence de I'IL-
2hr, avant d’étre stimulées avec la concentration mitogénique du peptide agoniste PV22 (10
8 M) pour évaluer leur capacité de prolifération. Les résultats présentés dans la figure 23-A
montrent clairement qu’en absence de I'L-2hr exogéne pour induire l'anergie, le pré-
traitement des cellules Een217 avec le peptide variant anergique HXB2 réduit de 90 % la
capacité de prolifération en réponse au peptide agoniste PV22, comparé au peptide variant
non anergique CDC42, qui a un effet minime sur la capacité de prolifération des cellules

Een217 (fig. 23-A).
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L'addition de I'L-2hr exogéne (50 U/ml) au moment du pré-traitement avec le peptide
variant HXB2 préserve 70 % de la capacité maximale de prolifération des cellules Een217

en réponse au peptide agoniste PV22 (fig. 23-B).

Dans leur ensemble, ces résultats montrent que l'addition de 1'IL-2hr exogéne au
moment du pré-traitement prévient I'induction de I'anergie des cellules Een217 par le peptide

variant HXB2.
3-2 Réversion de I'anergie des cellules Een217 par I'IL-2 exogéne

Pour vérifier si I'état d'anergie des cellules Een217 induite par le peptide variant HXB2
est réversible, les cellules Een217 ont été pré-traitées pendant 48 h, avec les APC DR4+
seules, ou avec les APC DR4™ présentant le peptide variant anergique HXB2 (10 M) ou le
peptide variant CDC42 (10°® M), en absence de I'IL-2hr exogéne. Les cellules ont été par la
suite maintenues au repos pendant 48 h en présence de 1'L-2hr (50 U/ml), avant d’étre
stimulées avec la concentration mitogénique du peptide agoniste PV22 (10® M) pour évaluer

leur capacité de prolifération.

Les résultats de cette expérience, présentés dans la figure 23-C, montrent que
l'addition de 11L-2rh exogéne pendant la période de repos des cellules rendues anergiques
par le peptide variant HXB2 rétablit 60 % de la capacité de prolifération maximale des
cellules Een217 en réponse au peptide agoniste PV22. L'IL-2hr exogéne favorise la
récupération de la capacité de prolifération des cellules anergiques et le renversement de

l'anergie induite par le peptide variant HXB2.
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Figure 23. Prévention et réversion par I'IL-2 exogéne, de 1'état d'anergie des
cellules Een217 induite par le peptide variant HXB2.

Prolifération des cellules Een217 pré-traitées, pendant 48 h, avec les APC-DR4*
seules, ou avec les APC-DR4+ présentant le peptide variant HXB2 (10® M) ou bien
présentant le peptide variant CDC42 (10® M), puis maintenues au repos pendant 48 h
avant d’étre stimulées avec le peptide agoniste PV22 (10® M). (A) Pour induire
l'anergie, I’expérience de prolifération a été réalisée en absence de I'IlL-2hr exogéne.
(B) Pour prévenir 'anergie, I'IL-2hr (50 U/ml) a été ajoutée durant la période de pré-
traitement avec les peptides. (C) Pour reverser l'anergie, I'IL-2hr (50 U/ml) a été
ajoutée durant la période de repos avant la stimulation avec le peptide agoniste PV22.
Cette analyse a montré que I'IL-2hr exogéne a permis de prévenir et de reverser
l'anergie induite par le peptide variant HXB2.
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4-  Anergie des cellules Een217 induite par absence de co-stimulation

La deuxiéme partie de notre projet de recherche consistait en la caractérisation et la
comparaison de deux modéles d’anergie induits dans le méme systéme cellulaire. Ceci
devrait nous permettre d’élucider les mécanismes moléculaires responsables de I’anergie des
cellules T lors de I’infection au VIH-1. Nous avons d’abord comparé les activités
fonctionnelles des cellules Een217 rendues anergiques par I’absence de co-stimulation a
’aide de I’AcM anti-CD3 avec celles des cellules Een217 rendues anergiques par 'APL

présenté par les APC fonctionnelles aprés la stimulation productive.

4-1 Activation et prolifération des cellules Een217 en réponse 2 la stimulation avec les
AcM anti-CD3 @ anti-CD28

En plus de la stimulation du TCR, 'activation productive des lymphocytes T humains
nécessite une seconde stimulation, le plus souvent fournie par l'interaction de la molécule
CD28 2 la surface des cellules T avec son ligand présent sur les APC. L'absence de ce signal
co-stimulateur empécherait la sécrétion de I'IL-2 et la prolifération des cellules et, par
conséquent, conduirait & un état d'anergie (Jenkins et Schwartz., 1987). Dans notre étude,
nous avons comparé 1’état d’anergie induite par absence de co-stimulation, avec I’état
d’anergie induite par I’APL agoniste partiel en présence du signal co-stimulateur, et ce dans
un méme systéme cellulaire. Pour ce faire, nous avons d’abord défini les conditions ou la
prolifération des cellules Een217 induite par les AcM anti-CD3 @ anti-CD28 sont
comparables 4 celles de la prolifération induite par le peptide agoniste PV22. Nous avons
effectué une expérience dose-réponse dans laquelle les cellules Een217 ont €té stimulées, en
absence de I’IL-2hr exogéne, avec des doses croissantes de I'AcM anti-CD3 immobilisé par
le GAMIg (antisérum de chévre dirigé contre les Ig murines), tout en gardant une dose

constante de I'AcM anti-CD28 (0.1 pg), pour évaluer leur capacité de prolifération.
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Les résultats présentés dans la figure 24-A montrent la présence d’une réponse dose-
dépendante des cellules Een217 4 la stimulation par la combinaison AcM anti-CD3 @ anti-
CD28. La réponse proliférative maximale des cellules Een217 a été obtenue lorsque les
cellules sont traitées avec 2.4 ng de 'AcM anti-CD3 et 0.1 pg d'AcM anti-CD28. Ce sont ces
quantités des AcM anti-CD3 @ anti-CD28 qui ont été utilisées durant cette étude pour
I’induction de la prolifération des cellules T. Aucune prolifération n'a été détectée lorsque

les cellules sont traitées avec chacun des AcM séparément.
4-2 Induction de I'anergie des cellules Een217 par I'A¢cM anti-CD3

La stimulation des cellules T avec I'AcM anti-CD3 seul peut étre utilisée pour mimer
l'occupation du TCR en absence de co-stimulation et induire I'anergie (Jenkins et al., 1990).
Pour déterminer si la stimulation du TCR seul des cellules Een217 est suffisante pour
induire l'anergie par absence de co-stimulation, les cellules ont été pré-traitées avec des
doses croissantes de I'AcM anti-CD3 immobilisé par le GAMIg, pendant 48 h. Par la suite,
les cellules ont été maintenues au repos pendant 48 h, et finalement stimulées avec la
combinaison mitogénique des AcM anti-CD3 (2.4 ng) @ anti-CD28 (0.1 ng) pour évaluer
leur capacité de prolifération. Tel qu'illustré dans la figure 24-B, le pré-traitement des
cellules par I'AcM anti-CD3 induit une inhibition dose-dépendante de la prolifération des
cellules T Een217 en réponse a la stimulation normale avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28.
Nous avons également montré que le pré-traitement des cellules T avec 1.2 ng de I'AcM
anti-CD3 entraine une réduction de 90 % de la réponse proliférative induite par la
stimulation des cellules Een217 avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28. Cette expérience nous
a permis de déterminer la quantité de 1'AcM anti-CD3 (1.2 ng) qui sera utilisée pour induire
l'anergie des cellules T Een217 par absence de co-stimulation dans les expériences

subséquentes.
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Figure 24.

A: Prolifération des cellules Een217 en réponse a la stimulation avec les AcM
anti-CD3 @ anti-CD28.

Prolifération des cellules Een217 en réponse a des doses croissantes de I'AcM anti-
CD3 (aCD3 : 0.1 ng a 3 ng) immobilisé par le GAMIg (1 ug) en présence d'une dose
constante de I'AcM anti-CD28 (0.1 pg). La prolifération maximale des cellules
Een217 est atteinte apres stimulation avec 2.44 ng d'AcM anti-CD3 @ 0.1 pg d'AcM
anti-CD28.

B: Induction de I'anergie des cellules Een217 par stimulation avec I'AcM anti-
CD3 seul.

Prolifération des cellules Een217 pré-traitées, pendant 48 h, avec 1 pg de GAMIg seul
(controle positif) ou avec des doses croissantes de I'AcM anti-CD3 (0.15 ng 4 5 ng)
immobilisé avec le GAMIg, puis maintenues au repos pendant 48 h avant d’étre
stimulées avec les AcM anti-CD3 (2.44 ng) @ anti-CD28 (0.1 pg). Le pré-traitement
avec 1.2 ng de I'AcM anti-CD3 inhibe la prolifération des cellules Een217 avec un
taux d’inhibition de 90 %. La quantité optimale d'AcM anti-CD3 (1.2 ng) pour induire
l'anergie des cellules Een217 en absence de co-stimulation a été déterminée par cette

expérience.
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4-3 Inhibition de la prolifération des cellules Een217, pré-traitées avec I'AcM anti-
CD3, en réponse a la stimulation par le peptide agoniste PV22
Nous avons déja montré que les cellules Een217 peuvent étre rendues anergiques par
le traitement des cellules avec un APL naturel dérivé de la gp120 de la souche HXB2 du
VIH-1, qui ne différe du peptide agoniste PV22 que par seulement deux acides aminés (fig.

16) (Bouhdoud ef al., 2000).

Afin de déterminer si la prolifération des cellules Een217 en réponse au peptide
agoniste PV22 peut aussi étre inhibée par le pré-traitement des cellules avec I'AcM anti-CD3
seul, les cellules T ont été incubées, pendant 48 h, en présence de 1.2 ng de I'AcM anti-CD3
immobilisé par le GAMIg. Les cellules ont été maintenues au repos pendant 48 h, et
finalement stimulées avec des concentrations croissantes du peptide agoniste PV22 pour
évaluer leur capacité de prolifération. Les résultats présentés dans la figure 25-A montrent
que le pré-traitement des cellules avec I'AcM anti-CD3 bloque la prolifération des cellules
Een217 en réponse au peptide agoniste PV22 avec un pourcentage d’inhibition variant de 80
a 85. Ainsi, I'anergie induite par I'AcM anti-CD3 en absence du signal co-stimulateur ne peut
pas €tre surmontée par la stimulation in vitro des cellules Een217 avec leur ligand

physiologique, le peptide agoniste PV22.

4-4 Inhibition de la prolifération des cellules Een217 pré-traitées avec le variant
anergique HXB2 en réponse a la stimulation par les AcM anti-CD3 @ anti-CD28

Nous avons déja établi que le pré-traitement des cellules Een217 avec I'APL dérivé de
la souche virale HXB2 (10 M) entraine un état d’anergie ot I’induction de la prolifération
des cellules T par le peptide agoniste PV22 est bloquée (Bouhdoud et al., 2000). Afin de

déterminer si le pré-traitement des cellules Een217 avec le peptide variant HXB2 inhibe la

prolifération des cellules en réponse a la stimulation par les AcM anti-CD3 @ anti-CD28, les

cellules Een217 ont été incubées, pendant 48 h, en présence des APC DR4" présentant des
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concentrations croissantes du peptide variant HXB2 ou du peptide variant CDC42. Le
peptide CDC42 qui n'induit ni la prolifération ni l'anergie des cellules Een217 est utilisé
comme contréle positif. Les cellules ont été maintenues au repos pendant 48 h avant d’étre
stimulées avec la combinaison mitogénique des AcM anti-CD3 @ anti-CD28 pour évaluer
leur capacité de prolifération. Les résultats présentés dans la figure 25-B montrent que le
pré-traitement des cellules avec le peptide variant HXB2 inhibe la prolifération des cellules
T en réponse a la stimulation par les AcM anti-CD3 @ anti-CD28. Par contre, et sous les
mémes conditions expérimentales, le peptide variant CDC42 n'a aucun effet inhibiteur sur la
prolifération des cellules (fig. 25-B). L'anergie maximale en réponse a la stimulation par les
AcM est obtenue lorsque les cellules sont pré-traitées avec 108 M du peptide variant HXB2
avec une inhibition de 95 % de la prolifération. Vu que le traitement des cellules Een217
avec 10 nM du peptide variant anergique HXB2 ne cause pas l'internalisation du complexe
TCR/CD3 ou du récepteur CD4 (Bouhdoud et al., 2000), il est peu probable que l'incapacité
des cellules T de répondre a la stimulation avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28 soit diie a

une diminution dans l'expression de surface du TCR ou du récepteur CD3.
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Figure 25.

A: Inhibition de la prolifération des cellules Een217 pré-traitées avec I'AcM anti-
CD3 en réponse au peptide agoniste PV22.

Prolifération des cellules Een217 pré-traitées, pendant 48 h, avec 1 pg de GAMIg seul
(GaM) (controdle positif) ou avec 1.2 ng de I'AcM anti-CD3 (aCD3) immobilisé avec
le GAMIg, puis maintenues au repos pendant 48 h avant d’étre stimulées avec
différentes concentrations du peptide agoniste PV22. Le pré-traitement avec 'AcM
anti-CD3 inhibe la prolifération des cellules Een217 de 75 % a 85 % en réponse a la
stimulation avec le peptide agoniste PV22.

B: Inhibition de la prolifération des cellules Een217 pré-traitées avec le peptide
variant anergique HXB2 en réponse a la stimulation par les AcM.

Prolifération des cellules Een217 pré-traitées, pendant 48 h, avec les APC DR4"
seules ou avec les APC-DR4" présentant le peptide variant HXB2 (1 nM a 100 nM) ou
bien présentant le peptide variant CDC42 (1 nM a 100 nM), puis maintenues au repos
pendant 48 h avant d’étre stimulées avec les AcM anti-CD3 (2.44 ng) @ anti-CD28
(0.1 pg). Le pré-traitement avec le peptide anergique HXB2 inhibe la prolifération des
cellules Een217 en réponse a la stimulation avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28.
L'anergie maximale en réponse a la stimulation par les AcM est atteinte lorsque les
cellules sont pré-traitées avec 10 nM du peptide anergique HXB2, avec une inhibition
de 95 % de la prolifération.
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4-5 Inhibition de I'activité cytotoxique des cellules Een217 rendues anergiques par

I'AcM anti-CD3 en réponse au peptide agoniste PV22

Nous avons déja démontré (Bouhdoud et al., 2000), que le pré-traitement des cellules
Een217 avec I'APL dérivé de la souche virale HXB2 inhibe complétement l'induction de
l'activité cytotoxique des cellules T Een217 observée en réponse au peptide agoniste PV22.
Ainsi et afin de vérifier si le pré-traitement des cellules Een217 avec I'AcM anti-CD3 bloque
aussi l'induction de l'activité cytotoxique des cellules T en réponse au peptide antigénique
PV22, les cellules Een217 ont été pré-traitées, pendant 48 h, avec 1.2 ng de I'AcM anti-CD3
immobilisé par le GAMIg, ou avec les APC DR4+ présentant 10°® M du peptide variant
HXB2 ou présentant 10 M du peptide variant CDC42. Les cellules ont été maintenues au
repos pendant 48 h, et ensuite stimulées avec des concentrations croissantes du peptide
agoniste PV22 présenté par les cellules cibles (fibroblastes HLA-DR4%) pour mesurer leur
activité cytotoxique. Les résultats présentés dans la figure 26 nous ont permis de montrer
que le pré-traitement des cellules Een217 avec I'AcM anti-CD3 ou avec le peptide variant
HXB2 inhibe l'induction de I'activité cytotoxique des cellules T en réponse au peptide
agoniste PV22 avec une lyse spécifique <5 %. La pré-incubation des cellules avec le GAMIg
seul ou avec le peptide variant CDC42 n'interfere pas avec l'induction de la fonction
cytotoxique des cellules Een217. Ces donnés confirment en fait, l'inhibition de l'activité
cytotoxique des CTL CD4" spécifiques au VIH-1 rendues anergiques par absence de co-

stimulation in vitro.

En conclusion, les résultats obtenus montrent clairement que le pré-traitement des
cellules Een217 avec I'AcM anti-CD3 seul (stimulation du TCR en absence de co-
stimulation) ou par I’APL dérivé de la souche virale HXB2 présenté par les APC
(stimulation du TCR par I'APL en présence de co-stimulation) ont induit, et ce & un méme
degré, I’inhibition des réponses fonctionnelles des cellules T en réponse a la stimulation

mitogénique avec le peptide agoniste PV22 ou avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28.
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Figure 26. Inhibition de l'activité cytotoxique des cellules Een217 rendues
anergiques par I'AcM anti-CD3 en réponse au peptide agoniste PV22.

Activité cytotoxique des cellules Een217, pré-traitées avec i) 1 pg de GAMIg seul
(GaM) (contrdle positif), ii) 1.2 ng d'AcM anti-CD3 (0.CD3) immobilisé par le
GAMIg, iii) les APC-DR4* présentant le peptide variant HXB2 (10* M), iiii) les
APC-DR4™ présentant le peptide variant CDC42 (10" M), dirigée contre les cellules
cibles HLA-DR4* présentant différentes concentrations du peptide agoniste PV22
(contrdle positif) ou du peptide variant CDC42 (contrdle négatif). Le ratio
effecteurs:cibles utilisé dans les expériences de cytotoxicité est de 20:1. L’activité
cytotoxique atteint son maximum quand les cellules sont pré-traitées avec le GAMIg
seul ou bien avec le peptide variant non-anergique CDC42 (45 % a 50 % de lyse
spécifique). Le pré-traitement avec 1'AcM anti-CD3 ou avec le peptide variant
anergique HXB2 inhibe l'activité cytotoxique des cellules Een217 en réponse au
peptide agoniste PV22 de 95 % (lyse spécifique <5 %). Le pré-traitement avec I'AcM
anti-CD3 induit donc le méme effet inhibiteur que le peptide variant anergique HXB2.
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S- Prévention et Réversion, par I'IL-2 exogéne, de I'anergie des cellules Een217
induite par absence de co-stimulation

L'addition de I'IL-2rh exogéne permet de prévenir et de reverser 'état d'anergie induite
par I'APL dérivé de la souche virale HXB2, suggérant ainsi que le phénotype anergique est
causé par l'incapacité des cellules T & secréter I'L-2 en réponse a la stimulation par le
peptide agoniste PV22 (Bouhdoud et al., 2000). Il nous est donc important de déterminer si
I'état d'anergie induite dans les cellules Een217 par I'AcM anti-CD3 en absence de co-
stimulation peut étre bloquée par I’addition de I’IL-2hr exogéne. Ainsi, les cellules Een217
ont été pré-traitées, pendant 48 h, avec 1.2 ng de I'AcM anti-CD3 immobilisé par le GAMIg,
ou avec les APC DR4" présentant 10® M du peptide variant HXB2 ou présentant 10 M du
peptide variant CDC42. Apres une période de repos de 48 h, les cellules T ont été stimulées
avec la combinaison mitogénique des AcM anti-CD3 @ anti-CD28, ou avec 10® M du
peptide agoniste PV22 pour évaluer leur capacité de prolifération. En absence de I’IL-2hr
exogene, le pré-traitement des cellules Een217 avec 1'AcM anti-CD3 ou avec le peptide
variant anergique HXB2, inhibe a plus de 90 % leur capacité de prolifération en réponse aux
AcM ou en réponse au peptide agoniste PV22 (fig. 27-A,B). Aucun état d’anergie n’est
observé lorsque les cellules sont pré-traitées avec le GAMIg seul ou avec le peptide variant
CDC42 (fig. 27-A,B). L'addition de I'L-2hr exogéne (50 U/ml), au moment du pré-
traitement pour prévenir l'anergie, ou durant la période de repos pour reverser l'anergie (fig.
27-A,B), bloque I'état d'anergie induite par ' AcM anti-CD3 ou par I'APL dérivé de la souche
virale HXB2 dans les cellules Een217 qui récupérent plus de 60 % de leur capacité de
prolifération en réponse aux stimulations mitogéniques. En conclusion, cette expérience
nous a permis de montrer que 1’état d'anergie induite par I'APL dérivé de la souche virale
HXB2, et I’état d’anergie induite par I'AcM anti-CD3 en absence de co-stimulation
partagent le méme défaut primaire, c’est-a-dire l'incapacité de secréter 1'lL-2 en réponse a la

stimulation mitogénique.
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Figure 27. Prévention et réversion, par I'L-2 exogéne, de I'anergie des cellules
Een217 induite par I'AcM anti-CD3 ou par le peptide variant anergique HXB2.

Prolifération des cellules Een217 pré-traitées, pendant 48 h, avec i) 1 pg de GAMIg
(GaM) (contrdle positif), ii) 1.2 ng d'AcM anti-CD3 (a.CD3) immobilisé par le
GAMIg, iii) les APC-DR4+ présentant le peptide variant HXB2 (10°® M), iiii) les
APC-DR4™ présentant le peptide variant CDC42 (10" M), puis maintenues au repos
pendant 48 h avant d’étre stimulées avec les AcM anti-CD3 (2.44 ng) @ anti-CD28
(0.1 pg) (A) ou avec le peptide agoniste PV22 (10" M) (B). Pour induire l'anergie,
’expérience de prolifération a été réalisée en absence de I'IL-2hr (Histogrammes
noirs). Pour prévenir l'anergie, I'IL-2hr (50 U/ml) a été ajoutée durant la période de
pré-traitement (Histogrammes rayés). Pour reverser I'anergie, I'lIL-2hr (50 U/ml) a été
ajoutée durant la période de repos avant la stimulation avec les AcM ou avec le
peptide agoniste PV22 (Histogrammes blancs). Cette analyse montre clairement que
I'IL-2hr exogéne permet de prévenir et de reverser l'induction de I'anergie des cellules
Een217 qui récupérent plus de 60 % de leur capacité de prolifération en réponse aux
stimulations mitogéniques.
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6- Induction de I'expression du récepteur CD25 de I’'IL-2 dans les cellules Een217
rendues anergiques par I'AcM anti-CD3 et stimulées avec le peptide agoniste
PV22

Nous avons montré que les cellules Een217 rendues anergiques par I'AcM anti-CD3
sont capables de proliférer normalement aprés 1'addition de I'lL-2rh exogéne (50 U/ml), il
nous reste donc a déterminer si l'expression du récepteur CD25 de I'IL-2 est induite a la
surface des cellules anergiques aprés leur stimulation avec la combinaison mitogénique des
AcM anti-CD3 @ anti-CD28 ou avec le peptide agoniste PV22. Ainsi, les cellules Een217
ont été pré-traitées, pendant 48 h, avec 1.2 ng de I'AcM anti-CD3 immobilisé par le GAMIg,
ou avec les APC DR4™ présentant le peptide variant HXB2 (10 M). Aprés une période de
repos de 48 h, les cellules ont été€ stimulées avec le peptide agoniste PV22 (10 M) ou avec
les AcM anti-CD3 @ anti-CD28. Le niveau d’expression du récepteur CD25 a la surface des
cellules a été évalué par cytométrie de flux, en utilisant 'AcM anti-CD25 dirigé contre la
sous-unité o. du récepteur de I’IL-2. L’analyse des résultats a révélé qu’au déla de 99 % de la
population cellulaire non anergiques expriment a haute densité (MFI>9) le récepteur de
surface CD25, apres stimulation avec les AcM ou avec le peptide agoniste PV22 (Tableau
3). Par contre les cellules Een217 rendues anergiques par I'APL dérivé de la souche virale
HXB2 expriment a trés faible densité (MFI=3) I’antigéne de surface CD25 suite a la
stimulation avec le peptide agoniste PV22 ou avec les AcM, et ce malgré le fait qu’une large
proportion de la population cellulaire (74 % a 83 %) expriment a leur surface le récepteur
CD25 (Tableau 3). Fait tres interessant, la stimulation avec le peptide agoniste PV22 des
cellules rendues anergiques par I'AcM anti-CD3 a permis d’induire I'expression a haute
densité du récepteur CD25 (MFI>9), alors que la stimulation de ces méme cellules avec les
AcM n'a pas d’effet sur la densité du récepteur CD25 (MFI=2.87) a la surface des cellules
(Tableau 3). L’expression a faible densité du récepteur CD25 semble étre suffisante pour

permettre la prolifération des cellules anergiques par I’IL-2hr exogéne (fig. 27).
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Tableau 3. Induction de I'expression du récepteur CD2S5 a la surface des cellules
Een217, rendues anergiques par I'AcM anti-CD3, suite a la stimulation avec le
peptide agoniste PV22,

Les cellules Een217 ont été pré-incubées, pendant 48 h, avec i) 1 pg de GAMIg
(GoM) seul, ii) 1.2 ng d'AcM anti-CD3 (CD3) immobilisé avec le GAMIg, iii) les
APC DR4™ présentant le peptide variant anergique HXB2 (10" M), puis maintenues
au repos pendant 48 h avant d’étre stimulées avec les AcM anti-CD3 (2.44 ng) @ anti-
CD28 (0.1 pg) ou avec le peptide agoniste PV22 (10 M), pendant 48 h. Un million de
cellules de chaque stimulation ont été marquées par I'AcM anti-CD25 conjugué a la
FITC, puis analysées par cytométrie de flux. Les résultats sont présentés sous forme de
pourcentage de cellules CD25% et aussi sous forme de la moyenne d'intensité de
fluorescence (MFI) de I’antigene CD25 a la surface des cellules (densité
d’expression). Ainsi, 99.3 % a 99.5 % des cellules pré-traitées avec le GAMIg et
stimulées par les AcM ou par 108 M du peptide agoniste PV22 expriment le récepteur
CD25 avec une haute densité (MFI>9). Cette expression a haute densité du récepteur
CD25 n'est pas induite dans les cellules pré-traitées par 'APL dérivé de la souche
virale HXB2 et stimulées avec les AcM ou avec le peptide agoniste PV22 (MFI=3).
Dans le cas des cellules pré-traitées par I'AcM anti-CD?3, la stimulation avec le peptide
agoniste PV22 induit I'expression du récepteur CD25 a une haute densité, avec une
MFI>9.



Pré-traitment Stimulation Cellules CD25%(%) MFI
GoM Aucune 35 1.90
GoM aCD3+0CD28 99.3 9.48
GoM PV22 10*M 99.5 10.50
GoM + aCD3 oCD3+aCD28 71.3 2.87
GaM + aCD3 PV22 10 M 99.1 9.37
HXB2 10 M oCD3+aCD28 83.2 3.44
HXB2 10*M PV22 10* M 74.4 3.02




7-  Inhibition de la sécrétion de I’IL-2 par les cellules Een217 anergiques suite a la
stimulation avec le peptide agoniste PV22 ou avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28

Nous avons montré que 'addition de 1'IL-2rh exogéne (50 U/ml) bloque I'induction de
I'anergie des cellules Een217 par I'APL dérivé de la souche virale HXB2 ou par I'AcM anti-
CD3 (fig. 27). Ceci suggere ’absence de la production de I’IL-2 par les cellules T suite a
leur stimulation avec le peptide agoniste PV22 ou avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28.
Pour vérifier cette déficience dans la production de I’IL-2, nous avons mesuré directement la
quantité de 1'IL-2 générée a la suite de la stimulation productive des cellules Een217 au
repos, ou rendues anergiques par I'APL dérivé de la souche virale HXB2, ou par I'AcM anti-
CD3. Ainsi, les CTL Een217 ont été pré-traitées, pendant 48 h, avec 1.2 ng de I'AcM anti-
CD3 immobilisé par le GAMIg, ou avec les APC DR4™* présentant 108 M du peptide variant
HXB2. Apres une période de repos de 48 h, les cellules ont été stimulées avec les AcM anti-
CD3 @ anti-CD28 ou avec le peptide agoniste PV22 (10 M) pour évaluer capacité de
prolifération. Les surnageants des cultures ont été dilués et utilisés ensuite pour stimuler la
prolifération de la lignée cellulaire CTLL-2 dépendante de I'IL-2. La quantité¢ d'IL-2
produite, en U/ml, a été déterminée aprés extrapolation des valeurs de la radioactivité
incorporée par les CTTL-2 sur une courbe étalon générée en utilisant une solution standard
d'IL-2hr (100 U/ml). Les résultats présentés dans la figure 28 montrent que, la stimulation
avec le peptide agoniste PV22 ou avec les AcM, des cellules pré-traitées par le GAMIg seul
a permis de générer les mémes concentrations d’IL-2 (entre 50 et 60 U/ml d'IL-2), ce qui
confirme a nouveau que les deux stimulations étaient efficaces dans l'induction de
l'activation des cellules Een217. Tel que prévu, la stimulation avec le peptide agoniste PV22
ou avec les AcM, des cellules rendues anergiques par le peptide variant HXB2 ou par I'AcM
anti-CD3, n'induit pas la production de quantités significatives de I'L-2 (<10 U/ml). En
conclusion, ces résultats confirment le fait selon lequel la production de I’IL-2 est inhibée et

ce, dans le cas des deux modéles d’anergie des cellules Een217.
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Figure 28. Mesure de I'IL-2 secrétée par les cellules Een217, rendues anergiques
par I'AcM anti-CD3 ou par le peptide variant HXB2, suite la stimulation avec les
AcM ou avec le peptide agoniste PV22,

Les cellules Een217 ont été pré-incubées, pendant 48 h, avec i) 1 ug de GAMIg
(GaM) seul, ii) 1.2 ng d'AcM anti-CD3 (aCD3) immoblisé avec le GAMIg, iii) les
APC DR4* présentant le peptide variant anergique HXB2 (10® M), puis maintenues
au repos pendant 48 h avant d’étre stimulées avec les AcM anti-CD3 (2.44 ng) @ anti-
CD28 (0.1 pg) ou avec le peptide agoniste PV22 (10 M), pendant 48 h. L’IL-2
secrétée présente dans les surnageants de culture a été mesurée, lors d’une épreuve
biologique utilisant la lignée cellulaire CTLL-2, par extrapolation sur une courbe
étalon générée en utilisant une solution standard d'IL-2hr (100 U/ml). Les résultats
sont exprimés en unités d'IL-2/ml. Les cellules rendues anergiques par le peptide
variant HXB2 ou par I'AcM anti-CD3 ne produisent pas des quantités significatives
normales d'IL-2 (<10 U/ml) aprés leur stimulation avec les AcM ou avec le peptide
agoniste PV22
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8- Evénements de transduction du signal induits par la stimulation mitogénique des
cellules Een217 rendues anergiques par I'APL dérivé de la souche HXB2 ou par
I'AcM anti-CD3

Aucune différence n’a été révélée lors de 1’analyse comparative des activités
fonctionnelles entre les cellules Een217 rendues anergiques par I'APL dérivé de la souche
virale HXB2 en présence de la co-stimulation, et les cellules Een217 rendues anergiques par
absence de co-stimulation en utilisant I'AcM anti-CD3. Par contre, l'induction de la sécrétion
de I'IL-2 suite a la stimulation du TCR dépend de l'activation de plusieurs cascades de
signalisation qui pourraient étre affectées différemment par le traitement des cellules T par
I'APL ou par I'AcM anti-CD3. D’ou I’idée de caractériser et de comparer les événements
précoces et tardifs de transduction du signal du TCR induits par la stimulation avec le
peptide agoniste PV22 ou avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28, des cellules Een217

rendues anergiques par I'APL dérivé de la souche virale HXB2 ou par I'AcM anti-CD3.

8-1 Restauration de la phosphorylation de la PTK Zap-70, des chaines { du TCR et €
du CD3 dans les cellules rendues anergiques par ’AcM anti-CD3, suite a la
stimulation avec le peptide agoniste PV22

8-1.1 Immunoprécipitation de Zap-70

La phosphorylation de la PTK Zap-70 sur les résidus tyrosine a été mesurée suite a la
stimulation mitogénique des cellules anergiques. Les cellules Een217 ont été pré-traitces,
pendant 48 h, avec 1.2 ng de 'AcM anti-CD3 immobilisé par le GAMIg, ou avec les APC
DR4* présentant 10® M du peptide variant HXB2. Aprés une période de repos de 48 h, les
cellules ont été stimulées pendant 0, 1 ou 5 min avec 10 pM du peptide agoniste PV22 ou
avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28. La PTK Zap-70 a été immunoprécipitée a partir des
lysats cellulaires & 1’aide de l'anticorps polyclonal anti-Zap-70 et les produits d’
immunoprécipitation ont été analysés par Western blot en utilisant I'AcM anti-

phosphotyrosine et I'AcM anti-Zap-70 pour vérifier respectivement les niveaux de
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phosphorylation et de l'expression de Zap-70. Cette analyse a montré que Zap-70 est
phosphorylée sur ses résidus tyrosines dans les cellules non anergiques (pré-incubées avec le
GAMIg seul), aprés 5 min de stimulation avec les AcM ou avec le peptide agoniste PV22
(fig. 29-A, puits 7 et 14). Zap-70 n'est pas phosphorylée dans les cellules rendues anergiques
par le peptide variant HXB2, apreés la stimulation avec les AcM ou avec le peptide agoniste
PV22 (fig. 29-A, puits 8 a 12). Par contre, dans les cellules rendues anergiques par I'AcM
anti-CD3, la stimulation avec le peptide agoniste PV22 permet de restaurer la
phosphorylation normale de Zap-70 (fig. 29-A, puits 3). La phosphorylation de Zap-70 n’est
pas restaurée apres la stimulation des mémes cellules avec les AcM (fig. 29-A, puits 4 et 5).
Ces résultats nous ont permis de montrer que le peptide agoniste PV22 est capable de
restaurer la phosphorylation de Zap-70, via le TCR, dans les cellules rendues anergiques par

I'AcM anti-CD3 en absence de co-stimulation.

156



157

Figure 29. Niveau de phosphorylation de la PTK Zap-70, dans les cellules Een217
rendues anergiques par I'AcM anti-CD3 ou par le peptide variant HXB2, suite a
la stimulation avec le peptide agoniste PV22 ou avec les AcM.

La PTK Zap-70 a été¢ immunoprécipitée a partir des lysats des cellules Een217 pré-
traitées, pendant 48 h, avec i) 1 pg de GAMIg (GaM) seul, ii) 1.2 ng d'AcM anti-CD3
(aCD3) immobilisé avec le GAMIg, iii) les APC DR4* présentant le peptide variant
anergique HXB2 (10® M), puis maintenues au repos pendant 48 h avant d’étre
stimulées pendant 0, 1 et 5 min avec 10 pM du peptide agoniste PV22 (puits 1, 2, 3, 4,
8, 9 et 10) ou avec les AcM anti-CD3 (12 ng/ml) @ anti-CD28 (0.5 pg/ml) (puits 4, 5,
11 et 12) (3x28). Les cellules pré-traitées avec le GAMIg seul ont été stimulées
pendant O et 5 min avec les AcM (puits 6 et 7) ou avec le peptide agoniste PV22 (13 et
14). Les produits d’immunoprécipitation ont été analysés par Western blot en utilisant
un AcM anti-phosphotyrosine (anti-Ptyr) (A). Les AcM (3x28) et le peptide agoniste
PV22 ont induit la phosphorylation de Zap-70 dans les cellules pré-traitées avec le
GAMIg seul (puits 7 et 14) (contréles positifs), mais aucune phosphorylation n'a été
observée dans les cellules pré-traitées avec le peptide variant HXB2 (puits 9 a 12).
Cependant seule la stimulation avec le peptide agoniste PV22 des cellules rendues
anergiques par I'AcM anti-CD3, a permis la restauration de la phosphorylation de Zap-
70 (puits 3). L’analyse par Western blot en utilisant 'AcM anti-Zap-70 a permis de
s’assurer de la présence de quantités équivalentes de Zap-70 dans tous les produits
d’immunoprécipitation (B).
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8-1.2 Précipitations des chaines { du TCR et € du CD3 en présence de la protéine de
fusion GST-Zap(SH2),

L'activation enzymatique et la phosphorylation de Zap-70 en réponse a la stimulation
du TCR requiérent la phosphorylation compléte des motifs ITAM des chaines { du TCR et
des chaines € du CD3. Nous avons démontré, ainsi que d’autres auteurs que les chaines { du
TCR sont partiellement phosphorylées sur les résidus tyrosines en réponse aux APL, alors
que les chaines € du CD3 associé au TCR demeurent non phosphorylées (Kersh et al., 1998 ;
Bouhdoud et al., 2000). Pour déterminer si la stimulation avec le peptide agoniste PV22 est
capable également de restaurer la phosphorylation des chaines { du TCR et des chaines € du
CD3 dans les cellules rendues anergiques par I'AcM anti-CD3, nous avons effectué les
mémes traitements cellulaires que dans les expériences décrites dans la section 8-1.1. Lors
de ces expériences, les chaines accessoires du TCR ont été précipitées en présence de la
protéine de fusion GST-Zap (SH2),. Les produits de co-précipitation ont été analysés par
Western blot en utilisant I'AcM anti-phosphotyrosine. Comme prévu, I'analyse a révélé que
dans les cellules pré-traitées avec le GAMIg seul, la stimulation mitogénique avec les AcM
anti-CD3 @ anti-CD28 ou avec le peptide agoniste PV22 induit une phosphorylation
importante des chaines £ du TCR et de la protéine de 26 kDa qui correspond a la chaine € du
CD3 (fig. 30, puits 7 et 14). Le pré-traitement des cellules avec I’AcM anti-CD3 ou avec
I'APL dérivé de la souche virale HXB2 induit une phosphorylation partielle des chaines { du
TCR mais n’induit aucune phosphorylation des chaines € du CD3 en réponse a la stimulation
avec les AcM anti-CD3 @ anti-CD28 (fig. 30, puits 4, 5, 11 et 12). Nous avons cependant
montré que la stimulation avec le peptide agoniste PV22 est capable de restaurer la
phosphorylation normale des chaines { du TCR et des chaines € du CD3 dans les cellules
rendues anergiques par 1'AcM anti-CD3 (fig. 30, puits 3), mais pas dans les cellules rendues

anergiques par I’APL dérivé de la souche virale HXB2 (fig. 30, puits 9 et 10).
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En conclusion, ces expériences nous ont permis de démontrer que la phosphorylation

de Zap-70, des chaines { du TCR et des chaines € du CD3 peut étre restaurée a un niveau
normal a la suite de la stimulation des cellules, rendues anergiques par ' AcM anti-CD3, avec
le peptide agoniste PV22. Cependant I’induction de ces événements précoces n’est pas

suffisante pour induire la prolifération cellulaire et I’activité cytotoxique de ces cellules.

160



161

Figure 30. Niveau de phosphorylation des chaines { du TCR et des chaines € du
CD3, dans les cellules Een217 rendues anergiques par I'AcM anti-CD3 ou par le
peptide variant HXB2, suite a la stimulation avec le peptide agoniste PV22 ou
avec les AcM.

Les chaines { du TCR ont été précipitées en présence de 5 pug de la protéine de fusion
GST-Zap(SH2);, a partir des lysats des cellules Een217 (12x106 cellules/tests) pré-
traitées, pendant 48 h, avec i) 1 ug de GAMIg (GaM) seul, ii) 1.2 ng d'AcM anti-CD3
(aCD3) immobilisé avec le GAMIg, iii) les APC DR4* présentant le peptide variant
anergique HXB2 (10® M), puis maintenues au repos pendant 48 h avant d’étre
stimulées pendant 0, 1 et 5 min avec 10 pM du peptide agoniste PV22 (puits 1, 2, 3, 4,
8, 9 et 10) ou avec les AcM anti-CD3 (12 ng/ml) @ anti-CD28 (0.5 pg/ml) (puits 4, 5,
11 et 12) (3x28). Les cellules pré-traitées avec le GAMIg seul ont été stimulées
pendant 0 et 5 min avec les AcM (puits 6 et 7) ou avec le peptide agoniste PV22 (13 et
14). L analyse par Western blot des produits de co-précipitation en utilisant un AcM
anti-phosphotyrosine (anti-Ptyr) a montré que la stimulation avec les AcM (3x28) ou
avec le peptide agoniste PV22 induit la phosphorylation normale des chaines { du
TCR ainsi que celle des chaines € du CD3 (puits 7 et 14). Par contre dans les cellules
pré-traitées avec le peptide variant HXB2, les chaines £ du TCR sont partiellement
phosphorylées alors que les chaines € du CD3 ne le sont pas (puits 9 a 12). Seule la
stimulation avec le peptide agoniste PV22, des cellules pré-traitées par I'AcM anti-
CD3 est capable de restaurer la phosphorylation normale des chaines { du TCR et des
chaines € du CD3 (puits 3).
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8-2 Restauration de la voie d'activation des MAP kinases Erk 1/2 dans les cellules
Een217, rendues anergiques par I’AcM anti-CD3, suite a la stimulation avec le
peptide agoniste PV22

La capacité du peptide agoniste PV22 a restaurer les événements de signalisation
précoces du TCR dans les cellules Een217 rendues anergiques par I'AcM anti-CD3, se
refléte aussi au niveau de la derniére étape de l'activation de la cascade Ras-MAP kinases
Erk 1/2. Cette cascade de signalisation précéde en fait l'activation du facteur de transcription
cellulaire AP-1 nécessaire pour I’activation du géne de 1'IL-2. Nous avons donc décidé
d’examiner l'effet de la stimulation, avec le peptide agoniste PV22 ou avec les AcM anti-
CD3 @ anti-CD28, des cellules rendues anergiques par I'APL dérivé de la souche virale
HXB2 ou par I'AcM anti-CD3 en absence de co-stimulation, sur la voie d'activation des
MAP kinases Erk. Ainsi, les protéines des lysats cellulaires provenant de I'expérience décrite
dans la section 8-1.1 ont été analysées par Western blot en utilisant l'anticorps polyclonal
anti-MAP kinases. Cet anticorps polyclonal reconnait les MAP kinases actives, doublement
phosphorylées, Erk 1 (p44) et Erk 2 (p42). Tel que prévu, l'activation des MAP kinases Erk
1/2 est trés importante dans les cellules non anergiques (pré-traitées avec le GAMIg seul),
aprés 5 min de stimulation avec le peptide agoniste PV22 ou avec les AcM anti-CD3 @ anti-
CD28, comme le montre leurs niveaux de phosphorylation (fig. 31-A, puits 8 et 16). Par
contre, les cellules rendues anergiques par I'APL dérivé de la souche virale HXB2 n'ont
montré aucune activation des MAP kinases Erk 1/2, aprés leur stimulation avec le peptide
agoniste PV22 ou avec les AcM (fig. 31-A, puits 10 413). La stimulation avec les AcM des
cellules rendues anergiques par I'AcM anti-CD3 n'induit aucune activation des MAP kinases
Erk 1/2 (fig. 31-A, puits 4 et 5), alors que la stimulation de ces cellules anergiques avec le
peptide agoniste PV22 pendant 5 minutes résulte en la restauration de I'activation des MAP
kinases Erk 1/2 (fig. 31-A, puits 3). Ces variations dans l'activation des MAP kinases Erk
1/2 ne peuvent étre diles aux modulations des niveaux d'expression des MAP kinases

puisque I’analyse par Western blot utilisant 1’AcM anti-Erk 2 (pour évaluer le niveau
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d'expression de Erk 2) montre la présence des mémes quantités de Erk 2 dans chacun des
échantillons analysés (fig. 31-B). Ces résultats montrent que le peptide agoniste PV22
permet la restauration de la voie d'activation des MAP kinases Erk 1/2, mais seulement dans
les cellules Een217 rendues anergiques par I'AcM anti-CD3, ceci indique que la voie
d’activation de Ras n’est pas inhibée dans ces cellules. Cependant, I’induction de ces
événements tardifs de signalisation reste insuffisante pour rétablir la capacité de prolifération
et l'activité cytotoxique des cellules Een217 anergiques. Ces résultats montrent aussi, et ce
pour la premiére fois, que I’activation des MAP kinases Erk 1/2 est inhibée dans les cellules
T rendues anergiques par I’APL, et ce possiblement & travers I’inhibition de la voie

d’activation de Ras.
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Figure 31. Niveau d’activation des MAP kinases Erk 1/2, dans les cellules Een217
rendues anergiques par I'AcM anti-CD3 ou par le peptide v